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"Ne hodi tja, kamor te vodi pot, ampak pojdi tja, kjer ni nobene poti, in tam pusti za seboj 
sled."  
Ralph Waldo Emerson 
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Slika 1: Shema možnih ekoloških interakcij med mikroorganizmi v večceličnih skupnostih. Krožni 
diagram predstavlja vse možne interakcije. Za vsakega partnerja v interakciji so trije možni rezultati; pozitiven 
(+), negativen (‒) ali pa nevtralen (0) (Faust in Raes, 2012). ………………………………….…17 
 
Slika 2: Kontinuiran cikel glivnega ter bakterijskega razširjanja v domačem okolju. Glive, v manjši meri 
pa tudi bakterije, vstopajo v pomivalni stroje preko vodovodne vode. Večji del bakterijske populacije ter tudi 
glive lahko vstopajo preko ostankov hrane, ljudi in živali. V pomivalnem stroju se mikroorganizmi naselijo v 
obliki biofilmov. Med obratovanjem se celice iz biofilmov odcepljajo in se sproščajo v vodo, ki kroži po 
notranjosti pomivalnega stroja. Glive se lahko razširjajo iz pomivalnega stroja preko odpadne vode, aerosolov 
in posode v kuhinjo in kolonizirajo kuhinjske površine, predvsem odcejalnik posode, pult, korito in odtok. 
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Figure 3: Continuous cycle of fungal and bacterial dissemination in the home environment. Fungi, and 
to a lesser extent bacteria, enter dishwashers via tap water. Majority of the bacterial population as well as some 
part of fungal population, can enter through food, residents and pets. In the dishwasher, microorganisms are 
protected in the biofilms. During dishwashers operation, the cells from the biofilms are cleaved and released 
into the water that circulates inside the dishwasher. Fungi can be spread from the dishwasher through the waste 
water, aerosols and washed utensils to the kitchen and colonize the kitchen surfaces, especially the dish drying 
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1 PREDSTAVITEV DOSEDANJIH ZNANSTVENIH DOGNANJ IN HIPOTEZE 
Klimatski pogoji, sevanja, visoke koncentracije nanodelcev ter skrajnostne fizikalno-
kemijske razmere (visoka ali nizka temperatura, povišane koncentracije soli, visoki 
hidrostatski pritiski, skrajne vrednosti pH, prisotnost detergentov itd.) ustvarjajo 
ekstremobiosfero, del katere so tisti mikroorganizmi, ki so se med evolucijo uspešno 
prilagodili na te pogoje. Takšne mikroorganizme imenujemo ekstremofili. 
Skrajnostni dejavniki niso prisotni le v naravi, ampak se pojavljajo tudi v naših domovih. 
Izboljšan standard in spremenjen življenjski slog v zadnjih desetletjih sta povzročila, da 
ljudje v razvitem svetu kar 90 % svojega življenja preživimo v zaprtih prostorih. Tam smo 
izpostavljeni najrazličnejšim mikroorganizmom, saj človeška prebivališča predstavljajo 
primerno okolje tako za ubikvitarne, saprofitne mikroorganizme kot tudi za 
ekstremotolerantne mikroorganizme. Poleg teh običajnih notranjih ekoloških niš pa 
obstajajo tudi posebne, ekstremne ekološke niše. To so gospodinjske naprave, kot so npr. 
pralni in pomivalni stroji. Izkazalo se je, da so ta okolja, za katera je do nedavnega veljalo, 
da so aseptična, prav tako primerna za naselitev mikroorganizmov. 
  
1.1 NOTRANJE OKOLJE KOT MIKROBNI HABITAT 
Zaradi globalne industrializacije in urbanizacije ljudje vse več časa preživimo v notranjih 
okoljih, v razvitem svetu celo več kot 90 % (Höppe in Martinac, 1998; Klepeis in sod., 2001). 
Rodimo se v bolnišnicah, odraščamo v različnih stavbah, delamo v pisarnah ali tovarnah in 
se v poznih letih svojih življenj preselimo v domove za ostarele. Zgrajeno okolje tako sedaj 
predstavlja primarni ekološki habitat za Homo sapiens sapiens (Kelley in Gilbert, 2013). 
V notranjih okoljih smo nenamerno ustvarili različne mikrohabitate, ki jih kolonizirajo 
mikroorganizmi. Ta nova okolja, s kemijskimi in fizikalnimi lastnostmi, ki jih ne najdemo v 
naravi, kot so na primer suhi zidovi, voski za tla, poliester, prisotnost preprog, konstantna 
temperatura in vlaga, ter novi materiali na osnovi ogljikovodikov in polimerov (Kelley in 
Gilbert, 2013) predstavljajo nove mikrobne niše.  
Zakaj bi torej sploh raziskovali mikroorganizme notranjih okolij? Ker je notranje okolje 
glavni habitat velikega in še naraščajočega števila ljudi in kot tak vpliva na njihovo zdravje. 
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Globlje razumevanje mikrobne diverzitete v notranjih prostorih nam pomaga pri 
ozaveščanju politike javnega zdravja zlasti pri imunsko ogroženih osebah (na primer 
bolnišnice, oddelki za intenzivno oskrbo in domovi za nego) (Kelley in Gilbert, 2013). 
1.1.1 Viri mikrobne raznolikosti 
Glavni vir mikrobne diverzitete notranjih okolij so ljudje, ki so tudi primarni vektor 
mikrobnega prenosa. Velik del mikroorganizmov notranjih okolij izvira iz človeške kože, 
nekaj tudi iz črevesne in nazalno-oralne mikroflore, oblek in obutve, ostali mikroorganizmi 
izvirajo iz vode ali drugih okoljskih virov, npr. prsti in zraka (Knights in sod., 2011; Flores 
in sod., 2011; Hewitt in sod., 2012; Korves in sod., 2013; Adams in sod., 2013b). 
Mikroorganizmi se lahko prenesejo v notranje okolje tudi z domačimi živalmi, insekti in 
drugimi živalmi (Fujimura in sod., 2010). 
 
1.1.2 Domača okolja  
Mnogo znanstvene literature pokriva tematiko saprofitnih gliv, ki pridejo v notranje okolje 
z zrakom in naseljujejo stene in druge površine v naših domovih. Glive, ki preko zračnih 
spor pridejo v človeške prostore, se uvrščajo predvsem v rodove Cladosporium, Alternaria, 
Penicillium, Aspergillus, Fusarium in Aureobasidium. Ti predstavljajo več kot 70 % vseh 
plesni, vendar pa so iz zraka pogosto izolirali tudi druge filamentozne glive in kvasovke 
(Samson in sod., 2002). Največ literature obravnava oportuno patogene vrste kot npr. 
Aspergillus fumigatus (Denning, 1998; Segal in Romani, 2009; Mousavi in sod., 2016).  
Določene glive v notranjih prostorih poslabšajo kvaliteto življenja, predvsem astmatičnih 
bolnikov, lahko pa direktno vplivajo na zdravje ljudi tudi s produkcijo glivnih toksinov ali 
alergenov. Tako se v povezavi z domačim okoljem najpogosteje omenjajo glive iz rodov 
Alternaria, Aspergillus, Cladosporium, Penicillium, Rhodotorula in Wallemia. Te saprobne 
glive notranjih prostorov naseljujejo specifične niše, predvsem v odvisnosti od dostopnega 
substrata in vode. Na primer vrsta Rhodotorula mucilaginosa se pogosteje pojavlja v vlažnih 
prostorih, predvsem kopalnicah, medtem ko bolj kserofilno vrsto Aspergillus fumigatus 
povezujejo z bolj suhimi področji, npr. dnevno sobo. Rod Cladosporium je ubikvitarno 
prisoten v vseh notranjih okoljih (Adams in sod., 2013b).  
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Vlažne prostore v človekovem bivalnem okolju lahko razdelimo na prostore v zunanjem 
okolju ‒ naravi in prostore v notranjem okolju ‒ hiša. Vlažni naravni prostori so različni 
vodni viri: podtalnica, sladke in slane vode ter mineralne vode. Razlikujejo se v količini 
mineralov (trdota vode), temperaturi, pH in onesnaženosti z organskimi spojinami. Vodo iz 
zunanjega okolja v notranje okolje prečrpamo preko sistema cevi. Med notranje vlažne 
prostore lahko prištevamo vodovodne sisteme, odtoke in kopalnice. 
Plesni in drugi mikroorganizmi najraje naseljujejo vlažna notranja okolja, zato so kuhinje in 
kopalnice najbolj okuženi deli gospodinjstva (Beumer in Kusumaningrum, 2003; Ojima in 
sod., 2002). Iz teh prostorov so izolirali predvsem kvasovke (Candida spp., Rhodotorula 
spp.) in črne kvasovke (Aureobasidium spp. Exophiala spp., Cladophialophora spp.), 
celomicete (Phoma spp.), glive iz rodov Fusarium in Acremonium (Anaissie in sod., 2001; 
Göttlich in sod., 2002; Hamada in Abe, 2010; Lian in de Hoog, 2010), pogosto pa tudi 
melanizirane nitaste glive rodov Cladosporium in Scolecobasidium (Hamada in Abe, 2010). 
Številne izmed zgoraj omenjenih gliv so izolirali tudi iz pitne vode. Pojavljanju in njihovemu 
potencialnemu vplivu na zdravje je bilo v zadnjih desetletjih posvečeno več pozornosti 
(Hageskal in sod., 2009). Študija o glivni flori v javnem vodovodnem sistemu v Nemčiji, 
vezanem na podtalnico, je pokazala, da se glive iz rodov Phialophora, Exophiala in 
Acremonium lahko pojavljajo v celotnem sistemu pitne vode in verjetno predstavljajo stalno 
glivno vodno floro (Göttlich in sod., 2002). Iz površinske vode, izvirske vode in podtalnice 
so izolirali različne filamentozne glive ter kvasovke (Kärkkäinen in sod., 2009; Pereira in 
sod., 2010). Število gliv in njihova raznovrstnost sta večji v površinski vodi kot v vodovodni 
vodi (Göttlich in sod., 2002, Hageskal in sod., 2006), kar kaže, da so določene glive 
občutljive na razkuževanja v vodovodnem sistemu. Po drugi strani pa je število gliv lahko 
celo višje v vodovodni vodi kot v podtalnici (Hageskal in sod., 2009), kar kaže, da jih ti 
postopki celo obogatijo (Novak Babič in sod., 2016a). 
 
1.1.2.1 Diverziteta, distribucija in viri bakterij v domačih okoljih 
Izmed vseh lokacij znotraj naših domov kuhinja spada med mikrobiološko najbolj 
obremenjene prostore. Človekova izpostavljenost mikrobom naraste med pripravo in 
uživanjem hrane ter indirektno preko kontakta s površinami, ki so naseljene z mikrobi. 
Vektorji prenosa mikrobov na kuhinjske površine so ljudje, hrana in voda v obliki aerosolov 
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(Flores in sod., 2013). Človeška koža je primarni vir bakterij v kuhinjah, sledijo bakterije iz 
hrane in vodovodne vode, vendar le na določenih površinah (orodje za pripravo hrane, 
kuhinjski pult, kuhinjsko korito in odtok). Okoljski viri bakterij (zemlja in zunanji zrak) so 
se izkazali za manj pomembne. Bakterijske vrste, ki lahko pridejo v kuhinjo z vodovodno 
vodo, so našli tudi na omaricah in nad kuhinjskih koritom, na račun razširjanja bakterij preko 
aerosolov (Flores in sod., 2013). Velika večina bakterij, ki kolonizirajo vlažne kuhinjske 
površine, je človeku neškodljiva (Flores in sod., 2013). 
Bakterijska diverziteta v kuhinji je v glavnem omejena na 4 velike bakterijske redove: 
aktinobakterije, bakteroidete, firmikuti in proteobakterije. Prevladujejo bakterije iz družin 
Micrococcaceae, Flavobacteriaceae, Streptococcaceae in Moraxellaceae. Te družine 
vsebujejo bakterijske rodove, ki lahko preživijo na površinah dlje časa. Npr. Acinetobacter 
spp. (Moraxellaceae) so uspešno gojili na suhih in mokrih površinah (jeklo, keramika, guma, 
bakreni kovanci). Pojavnost bakterijskih rodov na kuhinjskih površinah je podobna tistim, 
ki so jih našli v ostalih prostorih znotraj hiše (Flores in sod., 2013). 
Na sestavo bakterijske združbe na kuhinjskih površinah vplivajo materiali, okoljski pogoji 
(temperatura, vlaga, prisotnost detergentov, ventilacija) in navade posameznikov (Flores in 
sod., 2013). Olsen in sodelavci (2000) so ugotovili, da so hrapave površine, kuhinjske krpe 
in gobice za pomivanje posode glavni vir širjenja mikroorganizmov znotraj kuhinje (Olsen 
in sod., 2000). 
Celoten obseg bakterijske diverzitete v kuhinjah še ni znan. Po Gramu pozitivne in negativne 
bakterije so zasledili na različnih, v večji meri na vlažnih kuhinjskih površinah. Gram 
negativne Proteobacteria prevladujejo na vlažnih površinah, medtem ko po Gramu 
pozitivne bakterije, sporotvorne Firmicutes, prevladujejo na suhih (omarice, mikrovalovne 
pečice) in hladnih površinah (notranjost hladilnika in zamrzovalnika) (Flores in sod., 2013).  
Starejše raziskave bakterijske diverzitete, ki so temeljile na klasičnih kultivacijskih tehnikah, 
so se bolj osredotočale na detekcijo patogenih vrst (Campylobacter spp., Salmonella spp., 
Clostridium perfringens in Escherichia coli), predvsem iz surove hrane (Scott in sod., 1982; 
Ojima in sod., 2002; Sinclair in Gerba, 2011). Te patogene bakterije niso dominantni člani 
kuhinjske bakterijske flore. Večinoma so patogene bakterije v kuhinjah redke in se pojavljajo 
le prehodno.  
V novejših študijah (Flores in sod., 2013) so z uporabo molekularnih tehnik naslednje 
generacije sekveniranja (NGS) ugotovili, da so najbolj raznolike združbe bakterij povezane 
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z neredno čiščenimi površinami v kuhinjah (ventilatorji v kuhinjskih napah ter zunanja stran 
kuhinjske nape, tesnilo na vratih hladilnika oz. zamrzovalnika ter dno kuhinjskega korita, 
kuhinjskih omaric ter hladilnika). Najmanj raznolike združbe bakterij so zaznali znotraj in 
okoli kuhinjskega korita, na vodovodni pipi, ročici vodovodne pipe in odcejalniku posode. 
V tem okolju so prevladovale po Gramu negativne bakterije, predvsem rodovi, ki imajo 
visoko tendenco za tvorbo biofilmov (npr. iz družine Sphingomonadaceae) (Flores in sod., 
2013). 
 
1.1.2.2 Diverziteta, distribucija in viri gliv v domačih okolij 
Glive najpogosteje naseljujejo tista domača okolja, kjer je prisotna vlaga. Najrazličnejše 
plesni so prisotne v 20 do 50 % modernih bivališč. Glive lahko povzročajo tudi sindrom 
bolnih stavb (ang. Sick building syndrome) (Verhoeff in Burge, 1997; Joshi, 2008). 
Za razliko od bakterijske združbe notranjega okolja, ki je najbolj pod vplivom prebivalcev 
notranjega okolja, na glivno združbo vpliva predvsem zunanje okolje, zlasti zrak, ki se 
sezonsko spreminja (Adams in sod., 2013b). Glivna združba se v zraku med posameznimi 
prostori našega doma (kuhinje, kopalnice, spalnice in dnevne sobe) v glavnem ne razlikuje 
(Adams in sod., 2013a, b). Ne glede na vrste materialov in zrak v prostorih so odkrili, da so 
Basidiomycota (Agaricomycetes, Microbotryomycetes in Tremellomycetes) in Ascomycota 
(Dothideomycetes, Eurotiomycetes, Leotiomycetes, Saccharomycetes in Sordariomycetes) 
najbolj zastopane (Adams in sod., 2013b). Razlikuje se pa sestava glivne združbe v 
mikronišah znotraj hiše, tako v taksonomskem in ekološkem smislu. Zasledimo predvsem 
rodove gliv Aspergillus, Cladosporium, Cryptococcus, Penicillium, Candida, Malassezia, 
Phoma, Exophiala, Rhodotorula, Wallemia in Fusarium.  
Razširitev gliv v notranjih prostorih preko vode je dosti manj raziskana kot preko zraka, 
čeprav ravno prosta voda odločilno vpliva na pojavljanje gliv. V povezavi z odtoki 
(kuhinjski in kopalniški) prevladujejo le določeni rodovi gliv, predvsem Exophiala, 
Candida, Fusarium, Penicillium in Mucor ter črne kvasovke rodov Exophiala in Ochroconis 
(Adams in sod, 2013a; Short in sod., 2011). Adams in sodelavci (2013a) so ugotovili tudi, 
da je gliv v kuhinjskih odtokih več kot gliv v odtokih kopalnic. To so pripisali večjemu vnosu 
hranil, kar olajša naselitev in razmnoževanje gliv (Adams in sod, 2013a). Glivna biomasa je 
v odtokih večja in bolj stabilna.  
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Iz površine kopalnic so izolirali glive iz rodov Acremonium, Aureobasidium, 
Cladophialophora, Cyphellophora, Phialophora, Phoma, Ramichloridium, Rhodotorula, 
Scolecobasidium. V spodnjih delih kopalnic (odtoki in sifoni) 80 % izolatov predstavljajo 
glive iz rodu Exophiala (Hamada in Fujita, 2000; Hamada in Abe, 2010). Na vlažnem 
cementu med ploščicami so našli glive iz rodov Rhodotorula, Candida, in Paecilomyces, na 
suhem pa Cladosporium in Exophiala. Ugotovili so, da mila spodbujajo rast gliv iz rodu 
Paecilomyces (Hamada in Fujita, 2000). V aerosolih, ki se sproščajo pri uporabi kopalniških 
kabin so izolirali glive iz rodov Acremonium, Alternaria, Aspergillus, Bipolaris, 
Cladosporium, Curvularia, Epicoccum, Fusarium, Mucor, Paecilomyces, Penicillium, 
Ulucladium (Anaissie in sod., 2002). Povzamemo lahko, da je sestava gliv na različnih 
površinah znotraj doma ter v zraku presenetljivo podobna (Adams in sod, 2013b). 
 
1.1.3 Domača skrajnostna okolja  
Ljudje dopolnjujemo svoja bivalna okolja s prostori in stroji, ki naredijo življenje bolj 
udobno in olajšajo vsakdanja opravila. Zato obstajajo znotraj našega bivalnega okolja 
ekološke niše, v katerih so pogoji za rast in razvoj mikroorganizmov ekstremni. Prisotne so 
kovine, kisikove in klorove spojine, visoke ali nizke temperature, spremembe zračne vlage, 
spremembe koncentracije različnih soli, detergentov ter posledično tudi spremembe pH. 
Mikroorganizmi, ki jih naseljujejo, se prenašajo z vodo in zrakom (Hageskal in sod., 2006). 
Predvsem glive naseljujejo vlažna, umetno ustvarjena okolja. Prilagojene so tudi na 
vsebnosti različnih soli, spremembe pH in temperature. Sposobne so asimilirati naravne in 
umetno ustvarjene vire ogljika (Zalar in sod., 2011; Zhao in sod., 2010).  
Med izjemno vlažna okolja prištevamo savne, bazene, klimatske naprave, hladilnike, 
sušilnike, pomivalne in pralne stroje ter grelnike za vodo. V notranjih vlažnih okoljih so 
prisotni dodatni selekcijski dejavniki – klor, detergenti, umetne snovi (plastika, steklo, 
gume) in povišana temperatura. Vsi ti dejavniki sestavljajo ekstremne okoljske niše, v 
katerih preživijo le najbolj prilagojeni mikroorganizmi (Castro in Huber, 2007). 
Notranje nežive površine, posebej tiste z občasno veliko količino tekoče vode in visoko 
vlažnostjo ter hranili, kot so npr. kopalnice in kuhinje, nudijo številne možnosti za rast 
mikroorganizmov. Kljub obilici vode in hranil pa so lahko ti habitati ekstremni glede 
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temperature (vroča in mrzla voda), nizke vodne aktivnosti (površine so popolnoma suhe ali 
mokre) in uporabe detergentov. Določene vrste gliv lahko preživijo takšna nihanja zaradi 
svojih morfoloških in fizioloških značilnosti. V primerjavi s tem so vlažna okolja v naših 
bivališčih, kamor glive lahko vstopajo preko vodovodnega sistema, malo raziskana, čeprav 
kopalnice, kuhinje, odtoki in savne ponujajo nove niše za ekstremotolerantne glive (Hamada 
in Abe, 2009; Hamada in Abe 2010; Lian in de Hoog, 2010; Nishimura in sod., 1986). 
 
1.1.4 Pomivalni stroji  
V vsakem gospodinjstvu priprava in poraba hrane povzročata nastajanje umazane posode, 
ki jo očistimo ročno ali s pomivalnim strojem. Pomivanje v pomivalnem stroju običajno 
poteka pri temperaturah 55‒65 °C; temu sledi krajši cikel izpiranja z vročo vodo (~ 85 °C). 
Doda se detergent, ki ima pH 12‒14. Posodo očisti mehanska moč vodnih curkov (Ståhl 
Wernersson in sod., 2004). Pomivalni stroji posode ne razkužijo, pač pa zmanjšajo število 
mikroorganizmov do nivoja, ki velja za varnega (Nicolella in sod., 2011). V ZDA, na primer, 
uporabljajo nacionalni standard “NSF/ANSI Standard 184 ‒ gospodinjski pomivalni stroji”, 
ki zagotavlja učinkovito čiščenje posode in odstranjevanje mikroorganizmov (NSF, 2011). 
Število bakterij se deloma zmanjša zaradi visokega pH in temperature (Jeppsson in sod., 
2007). Kljub visokim temperaturam in pH pa so v vodi v pomivalnih strojih pogosto našli 
mikroorganizme (Johansson in sod., 2004) in ugotovili, da lahko pride do navzkrižne 
kontaminacije med vodo za pomivanje posode in ostanki zasušene hrane (Ståhl Wernersson 
in sod., 2004). Tako lahko nezadostno očiščena površina posode, ki pride v stik s svežo 
hrano, postane direktni ali posredni vir bolezni, ki se prenašajo s hrano (Nicolella in sod., 
2011). 
 
1.1.4.1 Mikroorganizmi v pomivalnih strojih 
Pojavljanje in določanje mikroorganizmov v pomivalnih strojih je bilo do nedavnega skoraj 
neraziskano področje, saj so stroji veljali za z mikrobi neobremenjeno okolje (ang. germ free 
zone). Prva tovrstna študija, ki je to ovrgla, je pokazala, da več kot polovico vzorčenih 
strojev naseljuje stalna združba gliv (Zalar in sod., 2011). Do takrat so raziskovalci večinoma 
preučevali le zmanjšanje števila določenih referenčnih vrst bakterij, ki pridejo v pomivalni 
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stroj z umazano posodo (Ebner in sod., 2000; Johansson in sod., 2004; Redpath in 
Farrington, 1997; Ståhl Wernersson in sod., 2006), kot npr. celokupno zmanjšanje števila 
bakterij vrste Escherichia coli (Nicolella in sod., 2011), in toplotna inaktivacija bakterij E. 
coli, Enterococcus faecalis, Salmonella typhimurium pri industrijskem testiranju novih 
pogojev v pomivalnem stroju (Nicolella in sod., 2011). V drugi študiji, kjer so ocenjevali 
učinek parametrov vode za pomivanje na preživetje bakterij Staphylococcus aureus in 
Bacillus cereus so pokazali, da se število vegetativnih celic obeh bakterijskih vrst pri 45 °C 
le malo zmanjša, pri 55 °C pa je za 3­log10 zmanjšanje števila zadostovalo že 7 minut. Za 
zmanjšanje števila spor B. cereus ni zadostovalo niti 65 °C (Ståhl Wernersson in sod., 2006), 
pri Enterococcus faecium pa se je število zmanjšalo za 3­log10 šele po 50 minutah pri 65 °C 
(Johansson in sod., 2004). Te ugotovitve jasno kažejo, kako pomembno je vzdrževanje 
visoke temperature vode med postopkom pomivanja v pomivalnem stroju (Johansson in 
sod., 2004). 
Glede na visoke temperature med strojnim pomivanjem posode lahko pričakujemo 
prisotnost termo tolerantnih mikroorganizmov, vključno z glivami. Prva glivna študija (Zalar 
in sod., 2011) je pokazala na primeru 189 vzorčenih pomivalnih strojev v Sloveniji in po 
svetu, da tesnila vrat pri več kot polovici strojev (62 %) naseljuje stalna združba gliv. Osamili 
so vrsti črnih kvasovk Exophiala dermatitidis in E. phaeomuriformis ter glive iz rodov 
Aspergillus, Candida, Magnusiomyces, Fusarium, Penicillium, Meyerozyma in 
Rhodotorula.  
 
1.1.4.2 Črne kvasovke 
Črne kvasovke so skupina poliekstremotolerantnih gliv, ki večinoma spadajo v redove 
Chaetothyriales, Capnodiales in Dothideales, in so sposobne kolonizacije širšega spektra 
okolij s skrajnostnimi dejavniki (Tabela 1). V naravi jih najdemo v habitatih, ki jih 
opredeljuje visoka ali nizka temperatura, odsotnost proste vode, prisotnost toksičnih 
aromatskih ogljikovodikov, malo nutrientov ter prisotnost različnih sevanj (Sterflinger, 
1998). 
 
Tabela 1: Primeri skrajnostnih okolij, ki jih naseljujejo črne kvasovke in ostale melanizirane glive (Moreno in 
sod., 2018).  
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Ekstremno okolje  Reference 
  
Zemeljski pol (Arktika in 
Antarktika) 
Tashirev in sod., (2012), Buzzini (2013), Selbmann in 
sod., (2013) 




Novikova in sod., (2006), Onofri in sod., (2008), 
Onofri in sod., (2012) 
Območje z visokim sevanjem 
(Nuklearna elektrarna 
Černobil, Ukrajina)  
Dighton in sod., (2008), Ragon in sod., (2011), Tesei 
in sod., (2012), Vember in Zhdanova (2001) 
Organsko in kovinsko 
onesnaženi predeli 
Ban in sod., (2012), Isola in sod., (2013), Vicente in 
sod., (2008), Zhan in sod., (2011), Zhang in sod., 
(2008) 
Izjemno slane vode (soline) Cantrell in sod., (2011), Gunde-Cimerman in Zalar 
(2014), 
Gunde-Cimermana in sod., (2000), Zalar in sod., 
(1999) 
Alkalna okolja Baker in sod., (2004) 
Suhe puščave in polpuščave Durrell in Shields (1960), Jiang in sod., (2016) 
Kamnite površine (marmor, 
apnenec) 
Bogomolova in Minter (2003), Burford in sod., 
(2003), Cappitelli in sod., (2007), De Leo in sod., 
(2003), Friedman (1982), Gorbushina in sod., (2005), 
Gorbushina in sod., (1993), Ruibal in sod., (2009, 
2005), Selbmann in sod., (2008, 2013, 2015), Sert in 
sod., (2007), Staley in sod., (1982), Sterflinger in 
sod., (1999), Sterflinger in Krumbein (1997), 
Wollenzien in sod., (1995), Diakumaku in sod., 
(1995) 
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Notranje okolje (pomivalni in 
pralni stroji, prhe, savne) 
Babic in sod., (2015), Thrasher in sod., (2012), 
Zupančič in sod., (2016) 
Globokomorski hidrotermalni 
vrelci 
Le Calvez in sod., (2009), Vandenkoornhuyse in sod., 
(2002) 
 
Za črne kvasovke so značilne debele, močno melanizirane celične stene, meristematska rast, 
polimorfizem (filamentozna, kvasovkam podobna rast ter meristematski skupki), 
ekstracelularni polisaharidi in oligotrofnost (Gueidan in sod., 2008; Kogej in sod., 2004; 
Lian in de Hoog, 2010; Plemenitaš in sod., 2008; Selbmann in sod., 2005; Sterflinger in sod., 
1999). Te značilnosti jim omogočajo preživetje pri številnih stresnih fizikalnih in kemijskih 
pogojih, kot so ekstremne temperature (Sterflinger, 1998), izsuševanje (Gorbushina in sod., 
2008; Gueidan in sod, 2008), visoke koncentracije soli (Gunde - Cimerman in sod., 2000), 
nihanja v pH, pomanjkanje hranil (Selbmann in sod., 2005) ter UV in ionizirajoče sevanje 
(Dadachova in sod., 2007). Ob izsušenosti talusa se njihova odpornost na visoke temperature 
še poveča. Na zraku posušen micelij določenih vrst črnih kvasovk prenese temperature do 
120 °C vsaj pol ure (Sterflinger, 1998). Sposobnost rasti pri 37 °C je pri glivah 
najpomembnejša, ne pa tudi edina značilnost, ki jim omogoča povzročitev invazivnih okužb. 
Termotolerantne glive obsegajo vse za človeka patogene oz. oportunistično patogene vrste 
(Samson in sod., 2002). Mnoge črne kvasovke so termotolerantne. Nekatere izmed ostalih 
omenjenih značilnosti črnih kvasovk predstavljajo dodatne virulentne dejavnike in jim 
omogočajo zaščito pred imunskim sistemom gostitelja. Zato lahko več vrst črnih kvasovk 
označimo kot patogene ali oportunistično patogene. Povzročajo lahko tako lokalne kot tudi 
sistemske mikoze (de Hoog in sod., 2009). Najpogostejše so sekundarne okužbe, ki 
povzročijo mikoze pri imunsko oslabljenih ljudeh, najbolj pa so ogroženi otroci, starejši in 
bolniki (de Hoog in sod., 2009). 
1.1.4.3 Rod Exophiala 
Na tesnilih pomivalnih strojev so prevladovale vrste črnih kvasovk rodu Exophiala, ki 
obsega več pomembnih, za človeka patogenih vrst. Termotolerantne glive rodu Exophiala 
lahko povzročijo sistemske in možganske okužbe celo pri zdravih, imunsko odpornih 
posameznikih (de Hoog in sod., 2009). Predhodne študije so različne vrste rodu Exophiala 
odkrile v kopalnicah, kuhinjah (Nishimura in sod., 1986; Hamada in Abe, 2009) in tudi v 
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vodovodni vodi in vodnjakih (Novak Babič in sod., 2015; Novak Babič in sod., 2016). 
Exophiala spp. prevladujejo v vodah z visoko temperaturo, predvsem v savnah in parnih 
kopelih (Matos in sod., 2002; Matos in sod., 2003; Sudhadham in sod., 2008) ter termalnih 
vrelcih, predvsem v južni Aziji (Sudhadham in sod., 2008). Znotraj rodu Exophiala je 
klinično pomembna vrsta Exophiala dermatitidis (v klinični literaturi imenovana tudi 
Wangiella dermatitidis), saj ima polimorfen življenjski krog, ki ji omogoča preklapljanje 
med kvasno, muriformno in psevdohifno obliko. Muriformni skupki so sestavljeni iz 
melaniziranih, prečno in vzdolžno septiranih skupkov celic z zelo debelo celično steno. To 
obliko rasti so pogosto našli v kliničnem materialu in velja za virulentno obliko rasti E. 
dermatitidis. Pomemben dejavnik za regulacijo oblike rasti E. dermatitidis in posledično za 
virulenco je koncentracija in razpoložljivost kalcijevih ionov. Pri nizkih koncentracijah je 
rast nepolarna in muriformna. Pri višjih koncentracijah kalcija pa je favorizirana polarna rast 
v obliki brstečih celic ali psevdo hif (Karuppayil in Szaniszlo, 1997). Na obliko rasti vpliva 
tudi pH. Pri nižjem pH je rast kvasna, pri nevtralnem ali alkalnem pH pa gliva oblikuje 
psevdo hife (Wang in Szaniszlo, 2009). Gliva lahko sintetizira tudi ekstracelularne kapsule 
(Yurlova in de Hoog, 2002), ki povečujejo pritrjevanje na gladke plastične in keramične 
površine (Matos in sod., 2003). 
 
1.2 BIOFILMI 
Biofilmi so od vseh mikrobnih združb najbolj razširjena in najuspešnejša oblika rasti. Zaradi 
agregacije celic, adherence in dodatne zaščite z zunajceličnimi polisaharidi imajo rastoče 
celice znotraj biofilmov ekološko prednost. Biofilmi naseljujejo površine, ki so v stiku z 
dovolj veliko količino vode. Najdemo jih celo na površinah, izpostavljene skrajnim pH 
vrednostim, temperaturam, koncentracijam soli, sevanju in pritisku (O’Toole in sod., 2000; 
Flemming, 2008).  
Biofilm kot življenjski slog zagotavlja številne prednosti. Nekatere izmed najbolj 
pomembnih so zaščita pred okoljskimi dejavniki, večja toleranca proti protimikrobnim 
dejavnikom, zaščita pred predatorji (protozoji in makrofagi), izboljšana komunikacija, 
izboljšana izmenjava genov in izboljšane izrabe substratov (Flemming in sod., 2016; 
Flemming in Wingender, 2010). 
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Bakterije znotraj biofilmov imajo relativno stabilno okolje. Matriks biofilma omogoči 
prostorsko organizacijo, ki zagotovi strukturne in funkcionalne koristi, kot so pridobivanje 
hranil in kometabolizem (Flemming in sod., 2016). Biofilmi nudijo tudi zaščito pred 
okoljskimi izzivi, kot so UV, prisotnost toksičnih kovin, dehidracija, povišana slanost ter 
številni protimikrobni dejavniki (Hall-Stoodley in sod., 2004). Bakterije v biofilmih so 1000-
krat bolj tolerantne na učinke protimikrobnih snovi v primerjavi s prostoživečimi celicami 
(Luppens in sod., 2002), saj matriks biofilma upočasnjuje prehajanje protimikrobnih snovi 
oz. ga preprečuje (Anderl in sod., 2000). Bakterije, ki se iz biofilma sprostijo v planktonski 
obliki, hitro izgubijo pridobljeno toleranco na stres in ponovno postanejo dovzetne za 
neugodne okoljske dejavnike (Williams in sod., 1997). 
Zaradi domneve, da je več kot 99 % bakterij sposobnih tvorbe biofilmov, danes 
predvidevamo, da so biofilmi prevladujoča oblika življenja (Schachter, 2003; Vu in sod., 
2009; Scheffield in Crippe, 2012; Prakash in sod., 2003). Biofilme najdemo v praktično vseh 
tipih okolij. V vodi, zemlji in sedimentih so biofilmi odgovorni za številne biogeokemijske 
procese (Erlich in sod., 2015). Omogočajo tudi kolonizacijo ljudi in drugih živali, z dobrimi 
(naša črevesna flora) in slabimi posledicami (kronične okužbe) (Costerton, 1999; Burmølle 
in sod., 2010; Bjarnsholt, 2013; Sommer in Backhed, 2013). Biofilmi lahko povzročajo 
težave v prehranski industriji ali pa predstavljajo prednosti pri različnih biotehnoloških 
aplikacijah (npr. proizvodnja fermentirane hrane, biodizla ter čiščenje odpadnih voda) 
(Rosche in sod., 2009; Martin in Nerenberg, 2012; Ercan in Demirci, 2015). 
 
1.2.1 Razvoj biofilma 
Reverzibilni naselitvi v začetni fazi razvoja biofilma sledi ireverzibilna faza naselitve, 
zgodnji razvoj biofilma, zorenje in nato še odcepljanje zrelih celic iz matriksa biofilma 
(Sauer in sod., 2002; Stoodley in sod., 2002). Razpršene celice lahko zopet oblikujejo nov 
biofilm na novi podlagi. Na vzpostavitev novega biofilma vpliva veliko dejavnikov, kot so 
lastnosti podlage in okoljski parametri, npr. pH in nivo nutrientov.  
Bakterijske vrste se razlikujejo v sposobnosti oblikovanja biofilmov (Hansen in sod., 2007). 
Začetni korak pripenjanja celic na površino je bodisi aktiven ali pasiven. Na tej stopnji se 
bakterije lahko še vedno odlepijo od površine in se vrnejo v planktonski način življenja 
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(Stoodley in sod., 2002). Lastnosti površine vplivajo na pritrditev celic (Sinde in Carballo, 
2000, Tang in sod., 2009). Celice, povezane s površino, se obdajo z zunajceličnimi 
polimernimi snovmi (EPS) (Flemming in sod., 2007), čemur sledi nastajanje mikrokolonij. 
Po zgodnjem razvoju arhitekture biofilmov sledi proces zorenja, med katerim se biofilm 
razvije v organizirano strukturo. Heterogena narava zrelega biofilma lahko povzroči razlike 
v izražanju genov v različnih prostorskih regijah biofilma (Monds in O'Toole, 2009, Hansen 
in sod., 2017). Zadnja stopnja cikla biofilma je sproščanje celic. To je bodisi pasivni proces, 
ki ga povzroča odlepljanje, ali aktivni proces, ki sproži nastanek motilnih celic (McDougald 
in sod., 2011). Na razpršitev biofilma lahko vplivajo razlike v razpoložljivih virih ogljika 
(Gjermansen in sod., 2005), dostopnost kisika (An in sod., 2010) ali temperaturna nihanja 
(Kaplan in Fine, 2002). 
1.2.2 Matriks biofilma 
Biofilm je sestavljen iz mikrobnih celic, matričnih materialov in velike količine vode (90‒
97 %) (Flemming in sod., 2016; Flemming in Wingender, 2010). Matrični materiali so 
sestavljeni iz EPS, ki vključujejo zunajcelične polisaharide, proteine, zunajcelične DNK 
(eDNA), lipide in druge biopolimere, ki jih proizvajajo mikrobi v biofilmu (Flemming in 
Wingender, 2010).  
 
1.2.2.1 Polisaharidi 
Polisaharidni elementi biofilme združujejo, zaščitijo in strukturno oblikujejo. Polisaharidi 
delujejo kot molekularno lepilo, ki omogoča agregacijo in pritrjevanje na substrat. 
Polisaharidne strukture zagotavljajo zaščito pred izsušitvijo in fagocitnimi celicami (Limoli 
in sod., 2015).  
 
1.2.2.2 Zunajcelična DNA 
Zunajcelična DNA (eDNA) je pomembna komponenta biofilmov. Whitchurch in sodelavci 
(2002) so pokazali, da je zdravljenje biofilma Pseudomonas aeruginosa z DNazo I 
povzročilo motnje nastanka biofilma (Whitchurch in sod., 2002). Za številne bakterije, med 
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drugim tudi za patogeno vrsto Listeria monocytogenes, ima eDNA vlogo pri začetni vezavi 
na površino (Tang in sod., 2013; Harmsen in sod., 2010).  
Zaradi bližine celic v biofilmu se znotraj populacije prenašajo geni preko prenosa plazmidov 
s konjugacijo ali s privzemom eDNA (Molin in Tolker - Nielsen, 2003). Zaradi 
naraščajočega števila večkratno odpornih bakterij na antibiotike se je povečalo tudi 
zanimanje za horizontalni prenos genov v mikrobnih biofilmih, zlasti v bolnišničnem okolju. 
 
1.2.2.3 Proteinske komponente 
Beljakovine v matriksu biofilma imajo (i) encimsko aktivnost in (ii) strukturno vlogo. 
Strukturne beljakovinske komponente vežejo celice in proteine, ki vežejo zunajcelične 
ogljikove hidrate (lektine). To so v glavnem urejene molekule s ponavljajočimi se 
strukturami, ki so razporejene kot vlakna (amiloidi) in imajo proteinske dodatke, kot so pili, 
fimbrije in flageli (Flemming in Wingender, 2010).  
Lektini sodelujejo pri nastajanju in stabilizaciji polisaharidne mreže, ker ustvarjajo povezave 
med površino bakterij in zunajceličnim EPS. Primeri lektinov so glukan-vezavne 
beljakovine v biofilmih Streptococcus mutans (Lynch in sod., 2007), galaktozno specifični 
lektin LecA in fukozno specifični lektin LecB iz biofilmov P. aeruginosa (Tielker, 2005; 
Diggle in sod., 2006). Amiloidi so agregatni proteini, ki nastajajo iz različnih proteinov. 
Nekateri najbolj znani amiloidi v bakterijskem svetu so curli, znani kot CsgA iz Escherichia 
coli (Dueholm in sod., 2012; Hobley in sod., 2015), Fap iz Pseudomonas spp. (Dueholm in 
sod., 2010; Zeng in sod., 2015) in TasA / TapA iz Bacillus subtilis (Hobley in sod., 2015; 
Romero in sod., 2010). Zlagajo se v domene, bogate z beta listi. Beta strukture so v času 
preureditve biofilma izpostavljene, kar povzroči agregacijo celic. Amiloidi niso samo 
pomembne strukturne komponente biofilmov, nekateri, npr. curli, ki so tudi vrsta fimbrije, 
so pomembni tudi za začetno površinsko vezavo, medcelično vezavo in virulentnost. Na 
strukturo biofilmov vplivajo tudi pili, fimbrije in flageli, ki so pomembni za začetno 
pritrjevanje na površine (Klausen in sod., 2003). 
Zaščita pred izsušitvijo je ena glavnih lastnosti matrice biofilma. Z visokim deležem 
hidratiranih polimerov v matriki EPS biofilm deluje kot hidrogel in ohranja vodo. Biofilmi, 
ki so izpostavljeni izsuševanju, lahko modulirajo svojo proizvodnjo EPS, da zadržijo več 
vode, npr. s spreminjanjem celuloze ali proizvodnje curlija (Flemming in sod., 2016; 
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Flemming in Wingender, 2010). Nekateri biofilmi lahko nadalje ustvarijo površinsko zaščito 
iz bakterijskega hidrofobina BslA, identificiranega pri B. subtilis (Hobley in sod., 2013). 
 
1.2.3 Regulacija tvorbe biofilma 
1.2.3.1 Ciklični di-GMP 
Pomemben dejavnik za uravnavanje nastanka biofilma je pri številnih vrstah bakterij 
sekundarni sporočevalec c-di-GMP (Cotter in Stibitz, 2007). V splošnem velja, da visoke 
koncentracije c-di-GMP spodbujajo nastanek biofilma, medtem ko nizke koncentracije 
spodbujajo njegovo razpršitev, saj c-di-GMP deluje kot stikalo med biofilmom in 
planktonskim stanjem. Vklop ali izklop ''stikala'' pa je uravnan s proizvodnjo in razgradnjo 
c-di-GMP preko delovanja di-gvanilatnih ciklaz (sinteza) in fosfodiesteraz (razgradnja). 
Senzorske regulatorne domene, povezane s ''stikalom'', so občutljive na majhne molekule, 
redoks potencial, svetlobo, napetost, prisotnost kisika in hranil, osmolarnost, antibiotike, 
homoserinske laktone in številne druge signale. Raven c-di-GMP se zato prilagaja glede na 
okoljske pogoje (Mills in sod., 2011). Med najbolj raziskanimi so c-di-GMP poti pri P. 
aeruginosa in Vibrio cholera. Pokazalo se je, da regulacija c-di-GMP vpliva tudi na 
virulentnost številnih bakterij (Jenal in Malone, 2006).  
 
1.2.3.2 Zaznavanje kvoruma ‒ Quorum sensing 
Združbe v biofilmu se lahko preko zaznavanja kvoruma uskladijo v odzivu na okoljske 
dražljaje znotrajvrstno in tudi medvrstno (Tan in sod., 2016). Vedenje, ki ga uravnava 
zaznavanje kvoruma, je bilo opisano na primeru V. cholera, ki pri določeni celični gostoti 
sproži razpršitev biofilma. Majhne signalne molekule, kot so avtoinduktorji N‒acil 
homoserin lakton (pri po Gramu negativnih vrstah) in oligopeptidi (pri po Gramu pozitivnih 
vrstah), olajšajo odziv populacije biofilma (Nadell in sod., 2009). 
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1.2.4 Razvoj mikrobne združbe 
Na razvoj in sestavo združbe močno vliva tudi medsebojno delovanje med člani. Dolgo časa 
je veljalo, da je najpomembnejše vedenje znotraj biofilma kompeticija, vendar so nedavne 
študije pokazale, da je pomembna tudi kooperacija (Bruno in sod., 2003), ki je dobro 
raziskana pri Bacillus subtilis (Štefanič in sod., 2009; Dogša in sod., 2014).  
Za razumevanje dinamike skupnosti in evolucijskih mehanizmov je zato pomembno poznati 
socialno obnašanje skupnosti. Skupnost v biofimu mora biti vsaj ali bolj produktivna kot 
vsota posameznih vrst. To omogočijo različne interakcije, ki so lahko konkurenčne, 
povezovalne ali pa celo spodbujajo sinergije. Madsen in sodelavci (2016) in Fiegna (2015) 
so pokazali, da so sinergije pogostejše med bakterijami, izoliranimi iz istih okolij (Madsen 
in sod., 2016; Fiegna in sod., 2015) . Rivett (2016) je pokazal, da v mešanih skupnostih, kjer 
na začetku prevladujejo konkurenčne interakcije, postopoma prevladajo nevtralne 
interakcije (Rivett in sod., 2016). Zmanjšanje negativnih interakcij pojasnjuje večjo 
produktivnost kompleksnih skupnosti v primerjavi z monokulturami (Fiegna in sod., 2015). 
 
 
Slika 1. Shema možnih ekoloških interakcij med mikroorganizmi v večceličnih skupnostih. Krožni diagram 
predstavlja vse možne interakcije. Za vsakega partnerja v interakciji so trije možni rezultati; pozitiven (+), 
negativen (‒) ali pa nevtralen (0) (Faust in Raes, 2012). 
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1.2.4.1 Interakcije znotraj biofilmske združbe 
V biofilmu torej obstajajo različna simbiotska razmerja med celicami (Slika 1), ki imajo 
lahko pozitiven vpliv, negativen vpliv ali pa nimajo specifičnega vpliva (Faust in Raes, 
2012). 0‒0 odnos ali nevtralizem pomeni odsotnost interakcije, kadar vrsti oz. populaciji 
mirujeta (npr. v obliki spor). Mutualizem je opredeljen kot neobvezen, vzajemno koristen 
odnos med dvema vrstama (angl. »win-win relationship«), ki poteka na individualnem ali 
populacijskem nivoju. Sinergizem je obvezen mutualističen proces mutualizma, ko dve ali 
več vrst mikroorganizmov komplementarno delujejo in je učinek večji od učinka 
posameznih mikroorganizmov. Posebna oblika sinergije je sintrofija, kjer populaciji druga 
drugi dajeta hranila in omogočata rast v primerih, ko vsak posamezen organizem ne bi 
zmogel. Komenzalizem je odnos, kjer ima ena vrsta korist, druga pa nima niti koristi niti 
škode. Tipičen primer komenzalizma je fakultativni anaerob, ki v okoljski niši porabi kisik 
in omogoči striktnemu anaerobu obstoj, pri tem pa organizma ne smeta koristiti isti substrat. 
Parazitizem je odnos med dvema vrstama, pri kateri ima eden korist na račun druge vrste. 
Pomemben je ustrezen gostitelj in kontrola gostiteljske populacije. Plenilstvo je kratkotrajen 
odnos, kjer organizem trajno poškoduje žrtev. Amenzalizem je proces (npr. sproščanje 
različnih snovi v okolje), pri katerem ena populacija zavira razvoj druge ali svoje vrste, od 
tega pa sama nima koristi. Kompeticija (angl. »loss-loss-relationship«) obstaja med dvema 
različnima vrstama ali med osebkoma iste vrste, ki se znotraj iste niše izključujeta. Do 
kompeticije prihaja zaradi pomanjkanja hranil ali prostora. Kadar pride do segregacije 
sorodnih vrst, govorimo o kompeticijskem izločanju. Ker pa se pogoji v okolju nenehno 
spreminjajo, lahko pride do ko-eksistiranja (Faust in Raes, 2012). 
 
1.2.5 Mešani biofilmi 
Bakterijsko-glivni biofilmi se razlikujejo od bakterijskih ali glivnih biofilmov v 
monokulturi, saj glive delujejo kot biotska površina, na katero se bakterije pritrdijo 
(Seneviratne in sod., 2008). Pri ne-filamentoznih glivah pa tako bakterije kot glive delujejo 
kot biotska površina. V procesu pritrditve, povezovanja celic in kompetitivne inhibicije tako 
nastane stabilna združba biofilma. Polisaharidi igrajo pomembno vlogo v kolonizaciji 
bakterijskih biofilmov z ne-filamentnimi glivami (npr. Candida albicans) in obratno (Wargo 
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in Hogan, 2006). Fizične in metabolne interakcije znotraj biofilma so ključni dejavniki pri 
večji učinkovitosti biofilma. Strukturirani mešani biofilmi imajo boljše rastne in 
kolonizacijske sposobnosti kot bakterijske ali glivne celice v monokulturi in omogočajo 
večjo zaščito celic znotraj biofilma (Seneviratne in sod., 2008), zlasti za bakterijske vrste, ki 
so manj dovzetne za biocidna sredstva kot njihove planktonske celice (Elvers in sod.,, 2002). 
Medicinsko pomembne infekcije polimikrobnih združb, predvsem kvasovke Candida 
albicans in bakterije Staphylococcus epidermidis, so povezane tudi z višjo stopnjo 
obolevnosti in umrljivosti pri odraslih ter otrocih (Pammi in sod., 2013). 
 
1.2.5.1 Mešani biofilmi v skrajnostnih okoljih 
Mikroorganizmi naseljujejo ekstremna okolja predvsem v obliki mešanih mikrobnih 
biofilmov, ker zaradi sinergističnih interakcij skupaj lažje kljubujejo neugodnim okoljskim 
dejavnikom. Mešane biofilme najdemo tako pri pacientih s kroničnimi okužbami (Bjarnsholt 
in sod., 2013) kot tudi v solinah (Cantrell in sod., 2013a, Cantrell in sod., 2013b) in v 
ekstremnem okolju pralnih strojev (Novak Babič in sod., 2015).V pomivalnih strojih je bila 
doslej ugotovljena le glivna združba v mešanih biofilmih na gumijstih tesnilih (Zalar in sod., 
2011), dočim so bile bakterije v teh združbah še povsem neraziskane. 
 
1.3 HIPOTEZE DOKTORSKE NALOGE 
1. Pomivalni stroji kot primer skrajnostnega habitata v notranjem okolju stanovanja 
selekcionirajo oportuno patogene glive. Predvidevamo, da le-te poleg tesnil 
najverjetneje naseljujejo še različna druga mesta v stroju, kot so odtok, stene, 
vrata, ter različne materiale v notranjosti stroja, kot so guma, kovina in plastika. 
Pričakujemo, da bodo nekultivabilne molekularne metode potrdile rezultate 
klasične kultivacije gliv na gojiščih ter dodatno razširile nabor glivnih vrst. 
 
2. Predvidevamo, da je vodovodna voda glavni vektor vnosa gliv v pomivalne 
stroje. Določene vrste oportuno patogenih gliv, ki se znotraj pomivalnega stroja 
obogatijo, se verjetno lahko razširijo iz strojev v notranje in zunanje okolje. 
Predvidevamo, da bomo zato določene patogene vrste gliv zasledili na oprani 
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posodi, odpadni vodi, aerosolih, ki se sprostijo iz strojev ob koncu pranja, in da 
bo diverziteta gliv na različnih površinah kuhinj s stroji drugačna od diverzitete 
v kuhinjah brez pomivalnega stroja. 
 
3. Predvidevamo, da ekstremotoleranca vpliva na patogeni potencial gliv, zato 
bomo na primeru halotolerantne vrste Hortaea werneckii lahko določili to 
povezavo. Predvidevamo, da bodo ekofiziološke, morfološke in molekularne 
analize pokazale, da se populacija sevov H. werneckii diferencira v različne 
genotipe oz. vrste, ki se med seboj razlikujejo v patogenem potencialu, ekologiji 
in fiziologiji in da na to diferenciacijo še zlasti vplivata prisotnost soli (NaCl) in 
temperatura 37 °C. 
 
4. Tesnila pomivalnih strojev poleg gliv naseljujejo tudi bakterije. Predvidevamo, 
da prihaja na nivoju bakterij do selekcije in obogatitve termotolerantnih in 
oportuno patogenih vrst. Predvidevamo, da bodo nekultivabilne metode potrdile 
rezultate klasične kultivacije bakterij ter pokazale prisotnost še dodatnih, drugih 
bakterijskih vrst. 
 
5. Tesnila pomivalnih strojev predstavljajo podlago, ki jo naseljujejo različne vrste 
bakterij in gliv. Predvidevamo, da med najpogostejšimi bakterijami obstajajo 
določene sinergistične povezave, ki omogočajo oblikovanje stabilnega 
bakterijskega biofilma in da izbrane vrste bakterij vplivajo na sposobnost gliv pri 
vzpostavitvi biofilmov. Ker mikroorganizmi v biofilmih lažje preživijo neugodne 
pogoje med ciklom pranja ter vmesnim sušnim obdobjem, pomivalne stroje 
naseljuje relativno stabilna, ponovljiva, mešana bakterijsko-glivna združba 
ekstremnega okolja pomivalnih strojev. 
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2 ZNANSTVENA DELA 
2.1 OBJAVLJENA ZNANSTVENA DELA 
2.1.1 Znanstveno delo A 
Črna kvasovka Exophiala dermatitidis in ostale izbrane oportuno patogene glive se 
razširjajo iz pomivalnih strojev v kuhinje 
 
Naslov v originalnem jeziku: The black yeast Exophiala dermatitidis and other selected 
opportunistic human fungal pathogens spread from dishwashers to kitchens 
 
Avtorji: Jerneja Zupančič, Monika Novak Babič, Polona Zalar, Nina Gunde-Cimerman 
 
Objavljeno v: PLoS One, 2016. doi: 10.1371/journal.pone.0148166  
 
Izvleček: Raziskava je predstavila raznolikost in porazdelitev gliv na devetih različnih 
vzorčnih mestih v notranjosti 30 pomivalnih strojev v domači uporabi. V celoti je bilo 
osamljenih 503 glivnih sevov, ki pripadajo 10 rodovom in 84 vrstam. Ne glede na vzorčno 
mesto je bilo 83% pomivalnih strojev okuženih z glivami. Najpogosteje zastopane oportuno 
patogene vrste so bile Exophiala dermatitidis, Candida parapsilosis sensu stricto, Exophiala 
phaeomuriformis, Fusarium dimerum in genotipska skupina Saprochaete/Magnusiomyces. 
Črna kvasovka E. dermatitidis je bila zaznana v 47% vzorčenih pomivalnih strojev, kjer je 
primarno naseljevala tesnilo pomivalnega stroja v koncentraciji do 106 CFU/cm2, ostale glive 
so bile zastopane v razponu od 102 to 105 CFU/cm2. Poleg tesnila so bili močno 
kontaminirani tudi stranska šoba, vrata in odtok pomivalnega stroja. Samo gliva F. dimerum 
je bila osamljena iz oprane posode, medtem ko je odpadna voda vsebovala vrste E. 
dermatitidis, Exophiala oligosperma in Sarocladium killiense. Voda iz vodovodnega 
sistema, ki oskrbuje gospodinjske aparate, predstavlja najverjetnejšo pot vstopa 
mikroorganizmov v pomivalni stroj. Glive, ki so predstavljale glivno floro pomivalnega 
stroja, so bile odkrite tudi v vodovodni vodi. Vroči aerosoli, ki se sprostijo ob koncu cikla 
pranja, so vsebovali humane oportuno patogene kvasovke C. parapsilosis, Rhodotorula 
mucilaginosa in E. dermatitidis (kot tudi vrste iz rodov gliv, ki so pogosto prisotne v zraku, 
Aspergillus, Penicillium, Trichoderma in Cladosporium). Primerjava kontaminacije kuhinj 
brez in z pomivalnimi stroji je pokazala, da so skoraj vse kuhinje okužene z glivami. V obeh 
primerih so bili najbolj okuženi deli kuhinjski odtok in stojalo za odcejanje posode. 
Najpomembnejša razlika je bila večja razširjenost črnih kvasovk (zlasti E. dermatitidis) v 
kuhinjah z pomivalnim strojem. V kuhinjah brez pomivalnih strojev je izrazito prevladovala 
C. parapsilosis, E. dermatitidis pa smo zasledili zanemarljivo malo. F. dimerum smo osamili 
le iz kuhinj s pomivalnim strojem, medtem ko smo izolate genotipske skupine 
Saprochaete/Magnusiomyces zaznali le v notranjosti pomivalnih strojev. Ugotavljamo, da 
pomivalni stroji predstavljajo rezervoar obogatenih oportuno patogenih glivnih vrst, ki se 
lahko širijo iz pomivalnega stroja v notranje prostore. 
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2.1.2 Znanstveno delo B 
Mikrobiom pomivalnega stroja: analiza mikrobne diverzitete in domnevnih oportuno 
patogenih mikroorganizmov v združbah biofilma pomivalnega stroja 
 
Naslov v originalnem jeziku: Microbiomes in Dishwashers: Analysis of the microbial 
diversity and putative opportunistic pathogens in dishwasher biofilm communities  
 
Avtorji: Prem Krishnan Raghupathi*, Jerneja Zupančič*, Asker Daniel Brejnrod, Samuel 
Jacquiod, Kurt Houf, Mette Burmølle, Nina Gunde-Cimerman in Søren J. Sørensen 
 
* deljeno prvo avtorstvo 
 
Objavljeno v: Applied and Environmental Microbiology, 2018, pii: AEM.02755-17. doi: 
10.1128/AEM.02755-17. 
 
Izvleček: Skrajnostni habitati niso le v naravnih okoljih, ampak se pojavljajo tudi v umetno 
ustvarjenih sistemih, kot so gospodinjski aparati, na primer pomivalni stroji. Omejujoči 
dejavniki, kot so visoke temperature, visoke in nizke pH vrednosti, visoke koncentracije 
natrijevega klorida, prisotnost detergentov in prisotnost strižnih sil vodnega curka med 
ciklom pranja definirajo mikrobno preživetje v tem skrajnostnem sistemu. Preiskovali smo 
glivno in bakterijsko diverziteta v biofimih, izoliranih iz 24 različnih pomivalnih strojev z 
uporabo metode določanja nukleotidnega zaporedja nove generacije. Bakterijski rodovi kot 
so Pseudomonas, Escherichia in Acinetobacter, drugače znani kot rodovi, ki vključujejo tudi 
patogene vrste, so bili prisotni v večini vzorcev. Med najbolj pogosto zastopanimi rodovi 
gliv so bili Candida, Cryptococcus in Rhodotorula, ki prav tako obsegajo patogene 
predstavnike. V študiji smo predstavili kako specifični pogoji pomivalnega stroja vplivajo 
na prisotnost mikrobnih skupin in raziskali tiste interakcije znotraj kraljestva in med 
kraljestvi, ki stabilizirajo in oblikujejo biofilm. Starost, frekvenca uporabe in trdota 
vodovodne vode na katero je priključen pomivalni stroj, imajo pomemben vpliv na vrstno 
sestavo bakterij in gliv. Predstavniki rodu Candida spp. so bili najdeni v vseh pomivalnih 
strojih (100%). Rezultati kažejo, da so Candida spp. eni prvih naseljevalcev novih 
pomivalnih strojev. Parne korelacije v testiranem mikrobiomu so pokazale, da se določene 
skupine bakterij pojavljajo skupaj, prav tako tudi določene skupine gliv. Pri mešanih 
bakterijsko-glivnih biofilmih so bili pri procesu nastajanja biofilmov ključni zgodnji oprijem 
površine ter stik in interakcije med mikroorganizmi. Mešani kompleksi dveh partnerjev, 
bakterij in gliv, verjetno zagotavlja preliminarno biogeno strukturo za vzpostavitev 
biofilmov. POMEMBNOST Svetovno povpraševanje po gospodinjskih aparatih, kot so 
pomivalni in pralni stroji, se povečuje, prav tako pa se povečuje število imunsko oslabljenih 
oseb. Čeprav naj bi skrajnostni pogoji v pomivalnih strojih morali preprečiti rast večine 
mikroorganizmov, naša raziskava kaže, da so v neugodnih pogojih gospodinjskih aparatov 
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dobro ustaljene poli-ekstremotolerantne združbe mikroorganizmov v obliki biofilmov. 
Pomen našega raziskovanja je v opredelitvi mikrobne sestave biofilmov, ki so vzpostavljeni 
na gumijastih tesnilih pomivalnih strojev, vpliv različnih abiotskih faktorjev na mikrobioto 
in določitev kateri mikroorganizmi so ključni za zgodnjo kolonizacijo in kontaminacijo 
pomivalnih strojev. Te naprave lahko predstavljajo vir domače navzkrižne kontaminacije, ki 
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2.1.3 Znanstveno delo C 
Sinergistične interakcije v mikrobnih biofilmih omogočajo vzpostavitev oportuno 
patogenih gliv v pomivalnih strojih 
 
Naslov v originalnem jeziku: Synergistic Interactions in Microbial Biofilms Facilitate the 
Establishment of Opportunistic Pathogenic Fungi in Household Dishwashers 
 
Avtorji: Jerneja Zupančič*, Prem Krishnan Raghupathi*, Kurt Houf, Mette Burmølle, 
Søren J. Sørensen in Nina Gunde-Cimerman 
 
* deljeno prvo avtorstvo 
 
Objavljeno v: Frontiers in Microbiology, 2018, 9:21; 1-13. doi: 10.3389/fmicb.2018.00021 
 
Izvleček: Biofilmi, ki se vzpostavijo na gumijastih tesnilih pomivalnih strojev, so sestavljeni 
iz raznolike mikrobiote. V študiji smo se osredotočili na vrstno sestavo bakterij in gliv, ki 
smo jih osamili iz enega kvadratnega centimetra gumijastega tesnila 4 pomivalnih strojev v 
privatni rabi. Ovrednotili smo mikrobne sposobnosti za tvorbo več-vrstnega biofilma v in-
vitro pogojih. Skupno smo pridobili 80 izolatov (64 sevov bakterij in 16 sevov gliv), ki smo 
jih analizirali. Testirali smo več kombinacij bakterijskih izolatov iz vsakega stroja in 
ugotavljali ali so med njimi sinergistične interakcije. 32 od 140 (23 %) testiranih štiri-vrstnih 
bakterijskih kombinacij je dosledno izkazovalo medsebojno sinergijo, ki je povzročila 
povečanje biomase v vseh paralelah poskusa. Izolati bakterij iz dveh od štirih testiranih 
strojev so vzpostavili veliko število sinergističnih interakcij v štiri vrstnem bakterijskem 
konzorciju. Korelacijske analize na podlagi mreženja so potrdile večji delež sočasnega 
pojavljanja bakterij iz istih dveh pomivalnih strojev, kar je potrdilo njihovo kooperacijo. 
Nadalje smo preskusili dva sinergistična štiri-vrstna bakterijska konzorcija na sposobnost 
vključitve oportuno patogene glive Exophiala dermatitidis v bakterijski konzorcij in na 
vzpostavitev biofilma na sterilni gumijasti površini iz etilen propilen dien monomera M-
razreda (EPDM) in polipropilena (PP). Ko so bakterijski konzorciji vključevali E. 
dermatitidis, se je znatno povečalo skupno število bakterijskih in glivnih celic ter celokupna 
biomasa biofilma. Ti rezultati kažejo nov fenomen sinergije med kraljestvi pri vzpostavitvi 
biofilma. Te ugotovitve morebiti lahko vplivajo na človeško zdravje.  
 
Ključne besede: sinergizem, tvorba biofilmov, EPDM, Exophiala dermatitidis, pomivalni 
stroji, več-vrstni biofilm 
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2.1.4 Znanstveno delo D 
Pomivalni stroji predstavljajo selektivno skrajnostno okolje za človeške oportuno 
patogene glive 
 
Naslov v originalnem jeziku: Dishwashers provide a selective extreme environment for 
human-opportunistic yeast-like fungi 
 
Avtorji: Ramazan Gümral, Betil Özhak-Baysan, Ayşegül Tümgör, Mehmet Ali Saraçlı, 
Şinasi Taner Yıldıran, Macit Ilkit, Jerneja Zupančič, Monika Novak-Babič, Nina Gunde-
Cimerman, Polona Zalar, G. Sybren de Hoog 
 
Objavljeno v: Fungal diversity, 2015, DOI 10.1007/s13225-015-0327-8 
 
Izvleček: Urbano življenje je povzročilo nastanek umetno ustvarjenih okolij, ki s stališča 
mikroorganizmov predstavljajo skrajnostne pogoje za življenje. Določeni ne-ubikvitarni 
mikroorganizmi, kot na primer termofilne črne kvasovke rodu Exophiala, so v teh umetnih 
okoljih prisotne v velikem številu, dočim se v naravi le redko pojavljajo. V pomivalnih 
strojih se neprestano kopičijo določene vrste črnih, belih in rdečih kvasovk na tesnilih 
pomivalnih strojev in v stoječi vodi v stroju. Številne od teh kvasovk primarno poznamo kot 
povzročiteljice bolezni pri človeku. V tem preglednem članku so podatki iz literature podprti 
s presejalno študijo, ki je vključevala 937 gospodinjstev v 15 mestih v Turčiji. Prisotnost 
gliv smo ugotovili v 230 vzorcih (24.5%). Z uporabo določanja nukleotidnega zaporedja 
regije rDNA, so bile kot najpogostejše identificirane vrste Exophiala dermatitidis (n=116), 
Candida parapsilosis (n=44), E. phaeomuriformis (n=35), Magnusiomyces capitatus 
(n=22), Rhodotorula mucilaginosa (n=15), in Candida lusitaniae (n=14). V članku je 
povzeta tudi vloga pomivalnih strojev pri prenosu gliv na ljudi.  
 
Ključne besede: Candida parapsilosis, Exophiala, extremofili, notranje okolje, 
Magnusiomyces capitatus, oportuno patogeni  
 
Ponatisnjeno z dovoljenjem Springer Verlag, Berlin Heidelberg (Priloga A).  
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2.1.5 Znanstveno delo E 
Kvasovke v onesnaženih in antropogenih okoljih 
 
Naslov v originalnem jeziku: Yeasts in polluted and anthropogenic environments 
 
Avtorji: Monika Novak Babič, Jerneja Zupančič, Nina Gunde-Cimerman, Polona Zalar 
 
Objavljeno poglavje v knjigi: Yeasts in Natural Ecosystems: Ecology and Diversity. Pietro 
Buzzini, Marc-André Lachance in Andrey Yurkov (ur.). 2017. Springer Verlag, Berlin 
Heidelberg 
 
Izvleček: Ljudje v moderni družbi preživijo večino svojega časa v notranjih prostorih, kjer 
so izpostavljeni številnim mikroorganizmom v vodi in zraku, ki v notranjih okoljih živijo 
navkljub čistilom, visokim higienskim standardom in občasno visokim temperaturam. 
Čeprav se je javno zdravstvo v preteklosti osredotočalo le na bakterije in viruse, pa so glive 
v zadnjem času vse bolj prepoznane kot oportuni infektivni agensi. Prejšnja poročila o 
mikobioti notranjih okolij so bila omejena predvsem na nitaste glive v zraku, medtem ko so 
bile kvasovke in vodovodna voda kot vektor prenosa, slabše raziskani. Novejše študije o 
vlažnih notranjih nišah, kot so kuhinje in kopalnice in posebej skrajnostna okolja znotraj 
gospodinjskih naprav, so razkrile široko diverziteto kvasovk iz rodov Debaryomyces, 
Meyerozyma, Pichia, Saccharomyces in Yarrowia. Številne med njimi se ne uvrščajo med 
človeške oportuno patogene glive. Posebno skrb vzbujajo pogosto osamljene oportune 
kvasovke iz rodov Candida, Naganishia in Rhodotorula ter črne kvasovke rodov 
Aureobasidium in Exophiala. Med glavnimi značilnostmi teh kvasovk so proizvodnja 
zunajceličnih polisaharidov, sposobnost razgradnje čistilnih sredstev, toleranca na visoke 
temperature, visoke koncentracije soli in alkalni pH. Te izbrane in obogatene vrste kvasovk 
lahko oblikujejo biofilme na sintetičnih in kovinskih materialih, kjer lahko vsakodnevno 
pridejo v stik z ljudmi in predstavljajo tveganje za okužbe, zlasti pri imunsko oslabljenih 
ljudeh. 
 
Ključne besede: zrak, črne kvasovke, gospodinjski aparati, vodovodna voda, vlažne niše 
 
Ponatisnjeno z dovoljenjem Springer Verlag, Berlin Heidelberg (Priloga B).  
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2.1.6 Znanstveno delo F 
Ekologija človeške oportuno patogene črne kvasovke Exophiala dermatitidis nakazuje 
prednostno naseljevanje človeških habitatov 
 
Naslov v originalnem jeziku: Ecology of the human opportunistic black yeast Exophiala 
dermatitidis indicates preference for human-made habitats 
 
Avtorji: Monika Novak Babič, Jerneja Zupančič, Nina Gunde-Cimerman, Sybren De 
Hoog, Polona Zalar 
 
Objavljeno v: Mycopathologia, 2018; doi: 10.1007/s11046-017-0134-8. 
 
Izvleček: Exophiala dermatitidis je askomicetna črna kvasovka iz redu Chaetothyriales. 
Značilnosti rasti so polimorfna oblika življenjskega cikla, sposobnost rasti pri visokih in 
nizkih temperaturah, pri širokem pH spektru, preživetje pri visokih koncentracijah NaCl 
(3M) in preživetje pri močnih ultravijoličnih (UV) in radioaktivnih sevanjih. E. dermatitidis 
povzroča globoke ali lokalizirane feohifomikoze pri imunsko oslabljenih ljudeh širom sveta 
in se redno pojavlja v pljučih pacientov s cistično fibrozo. Ne glede na številne svetovne 
ekološke študije, je malo znanega o njenem naravnem habitatu ali o možnih poteh okužbe. 
Ta pregledni članek povzema objavljene podatke o frekvenci pojavljanja E. dermatitidis v 
naravi in v človeških habitatih. Z metodami gojenja smo dodatno potrdili njeno prisotnost v 
različnih okoljih kot na primer v staljeni vodi iz ledeniškega ledu, v mineralni vodi, blatu 
fango iz solin, pomivalnih strojih, kuhinjah in v različnih okoljih, ki so onesnažena s 
policikličnimi ogljikovodiki. Povzemamo, da je bila pogostost pojavnosti najvišja v umetno 
ustvarjenih okoljih, ki so bila povezana z vodnimi viri in občasno izpostavljena visokim 
temperaturam in oksidativnemu stresu. 
 
Ključne besede: črne kvasovke, ekologija, Exophiala dermatitidis, človeški oportuno 
patogeni, notranje okolje, naravni habitat, voda, aromatični ogljikovodiki 
 
Ponatisnjeno z dovoljenjem Springer Verlag, Berlin Heidelberg (Priloga C). 
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2.1.7 Znanstveno delo G  
Celoten profil bakterijske združbe, naseljene na tesnilih pomivalnih strojev 
 
Naslov v originalnem jeziku: Whole profile of the bacterial community composition 
entrenched along rubber seals of domestic dishwashers 
 
Avtorji: Jerneja Zupančič, Martina Turk, Miha Črnigoj, Jerneja Ambrožič Avguštin, 
Marjanca Starčič Erjavec, Darja Žgur Bertok, Nina Gunde-Cimerman 
Poslano v revijo.  
 
Izvleček: Z uporabo gojitvenih in molekularnih metagenomskih pristopov smo proučevali 
bakterije, ki naseljujejo tesnila pomivalnih strojev. Vseh 30 preiskovanih pomivalnih strojev 
je bilo poseljenih z različnimi bakterijskimi vrstami. Z gojitvenimi tehnikami smo uspeli 
osamiti 632 bakterij, ki smo jih uvrstili v 4 različna debla, 8 razredov, 40 rodov in 74 vrst. 
Velika večina osamljenih bakterij, ki je bila po Gramu pozitivnih, je spadala med Firmicutes 
in Actinobacteria. Bacili so predstavljali več kot polovico vseh po Gramu pozitivnih 
izolatov, znotraj katerih je prevladovala skupina Bacillus cereus. Najpogosteje osamljeni 
predstavniki Gammaproteobacteria so bile vrste Stenotrophomonas maltophilia, 
Pseudomonas aeruginosa in Escherichia coli. Pri vseh pridobljenih izolatih smo preverili 
občutljivost na sedem izbranih antibiotikov v splošni rabi. Metagenomski rezultati 
bakterijske diverzitete so sovpadali z rezultati klasičnih gojitvenih tehnik in potrdili prevlado 
po Gramu pozitivnih bakterij, predvsem bakterij iz rodu Gordonia (Actionbacteria), nato so 
sledile bakterije iz debla Proteobacteria, znotraj katerih so prevladovale 
Gammaproteobacteria, predvsem patogene vrste Escherichia sp., Acinetobacter baumannii, 
Pseudomonas sp., Stenotrophomonas maltophilia, in Enterobacter sp.. Metagenomski 
rezultati bakterijske diverzitete v vodovodni vodi, na katero je priključen pomivalni stroj, so 
pokazali prevlado po Gramu negativnih bakterij in še posebej Proteobacteria, v kateri 
prevladujejo Betaproteobacteria, v glavnem Tepidimonas sp.. Debli Actinobacteria in 
Firmicutes sta v vodovodni vodi prisotni v manjši meri medtem ko je bilo v vodovodni vodi 
znatno večje število Alphaproteobacteria in Betaproteobacteria. Ti podatki kažejo, da je 
poselitev gumijastih tesnil na pomivalnih strojih odvisna predvsem od bakterijskega vnosa 
z umazano posodo in manj z vodovodno vodo. Izbrani izolati P. aeruginosa so pokazali 
visoko, a naključno prisotnost genov za faktorje virulence, medtem ko nobeden od teh 
izolatov ni kodiral integrona za integronske razrede 1 ali 2. Vsi izolati E. coli iz pomivalnega 
stroja so se uvrstili v nepatogeno filogenetsko skupino A, z značilno nizko razširjenostjo 
genov, povezanih z virulenco. Multilokusna analiza (MLST) izolatov E. coli je razkrila 
majhno raznolikost, medtem ko je ocena frekvenc konjugalnega prenosa pri izbranih izolatih 
E. coli pokazala razlike v njihovi sposobnosti sprejemanja DNK.  
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2.1.8 Znanstveno delo H 
Genomski dokazi za znotraj vrstno hibridizacijo v klonalni in izjemno halotolerantni 
kvasovki 
 
Naslov v originalnem jeziku: Genomic evidence for intraspecific hybridization in a clonal 
and extremely halotolerant yeast 
 
Avtorji: Cene Gostinčar, Jason E. Stajich, Jerneja Zupančič, Polona Zalar, Nina Gunde-
Cimerman 
 
Poslano v revijo.  
 
Izvleček:  
Ozadje Črna kvasovka Hortaea werneckii (Dothideomycetes, Ascomycota), je ena izmed 
najbolj halotolerantnih gliv, saj je zmožna rasti pri koncentracijah NaCl blizu nasičenja. 
Čeprav so dotideomicetne glive običajno haploidne, ima referenčni sev H. werneckii 
diploiden genom, ki je sestavljen iz dveh relativno različnih pod-genomov. Kot mehanizem 
podvojitve genomov je bila predlagana (vendar ne tudi potrjena) endoreduplikacija. Ta 
predlog je temeljil na podatkih o strukturi lokusa mat v referenčnem sevu ter dejstvu, da 
spolno razmnoževanje te vrste še ni bilo nikoli opaženo in opisano.  
Rezultati Da bi pojasnili mehanizem podvojitve genoma H. werneckii v znanstveni objavi 
poročamo o določitvi celotnega nukleotidnega zaporedja genomov enajstih sevov te vrste, 
izoliranih iz različnih habitatov in geografskih lokacij. Primerjava devetih diploidnih in dveh 
haploidnih sevov je pokazala, da je referenčni genom verjetno nastal s hibridizacijo med 
dvema haploidnima sevoma. Rezultati tudi podpirajo do šest dodatnih hibridizacijskih 
dogodkov v evolucijski zgodovini preiskovanih sevov. Poleg teh dogodkov nismo zaznali 
nobenih drugih znakov rekombinacije med filogenetskimi linijami vrste. Morebitne 
povezave med takšno nenavadno reprodukcijo H. werneckii in njeno ekstremotoleranco 
predstavljajo zanimivo področje prihodnjih raziskav.  
Zaključki Trenutni rezultati nakazujejo, da H. werneckii tvori stabilne haploidne in diploidne 
seve in je sposobna občasne hibridizacije med haploidi s sorazmerno visoko stopnjo 
heterozigotnosti, kljub temu pa je vrsta večinoma omejena na klonsko razmnoževanje. 
Predstavljeni rezultati in prva identifikacija haploidnih sevov H. werneckii nakazujejo, da je 
vrsta dober model za proučevanje učinkov ploidije in hibridizacije v sistemu, v katerem je 
genetska rekombinacija sicer zelo redka. 
 
Ključne besede: celotna podvojitev genoma, hibridizacija, klonalna reprodukcija, 
poliekstremotoleranca, solni stres, črna kvasovka.   
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2.1.9 Znanstveno delo I 
Taksonomska revizija izjemno halotolerantne polimorfne askomicetne črne kvasovke 
Hortaea werneckii 
 
Naslov v originalnem jeziku: Taxonomic revision of extremely halotolerant polymorphic 
ascomycetous black yeast Hortaea werneckii 
 
Avtorji: Polona Zalar, Jerneja Zupančič, Cene Gostinčar, Janja Zajc, Sybren G. de Hoog, 
Filomena de Leo, Nina Gunde-Cimerman.  
 
Poslano v revijo.  
 
Izvleček: Hortaea werneckii (Capnodiales, Ascomycota) je izjemno halotolerantna 
polimorfna črna kvasovka, pogosto osamljena iz hiperslanih okolij in morske vode v 
zmernih, subtropskih in tropskih podnebnih razmerah. H. werneckii je znana kot saprofit v 
slanih okoljih in kot človeški patogen, ki povzroča obolenje tinea nigra na dlaneh in 
podplatih. V raziskavi je bilo prvič ugotovljeno, da dodatek NaCl v gojišču omogoča rast H. 
werneckii sevov pri 37 °C, kar pojasnjuje sposobnost kolonizacije slane človeške kože in 
izpostavlja njen oportunistični potencial. Zaradi ekstremne halotolerance, ki je razvidna kot 
globalna prisotnost v izjemno slanih vodah in kot sposobnost rasti in vitro brez soli in do 
30% NaCl v gojišču, je postala pomemben modelni organizem za preučevanje halotolerance 
pri evkariontih. Velika morfološka in fiziološka plastičnost sevov je nakazovala potencialni 
obstoj kompleksa vrst H. werneckii. Naša študija predstavlja prvo večfazno taksonomsko 
analizo, ki temelji na velikem številu sevov (113), osamljenih iz različnih izjemno slanih 
okolij po svetu in iz ljudi. Filogenetske analize opravljene na genih ribosomskih cistronov, 
ITS in D1 / D2 28S rDNA, so z relativno nizko statistično podporo prikazale znotraj vrste 
štiri filogenetske skupine. Analiza ITS poravnav je razkrila 16 genotipov, medtem ko so 
poravnave delnih 28S rDNA nukleotidnih zaporedij omogočile razdelitev v samo 10 
genotipov, ki niso bili vedno skladni. Genotipov ni bilo mogoče povezati niti s kolonizacijo 
določene niše, niti z geografsko regijo oz. z razlikami v morfologiji ali fiziologiji. Vsi 
preskušani sevi so rastli v območju od 0 do 25% NaCl in proizvajali tipične dvocelične 
konidije, ki se razširjajo na obeh polih. Encimska aktivnost (proteaze, esteraze) je bila 
prisotna pri vseh skupinah. Dve neodvisni študiji, ki sta se osredotočili na sekvenciranje in 
ponovno sekvenciranje reprezentativnega seva H. werneckii (EXF-2000), sta pokazali velik 
genom (približno 50 Mbp), ki je verjetno nastal kot posledica nedavnega podvajanja 
genoma. Podvajanje genomov ali potencialno hibridizacija lahko razložita nizko statistično 
podporo genotipov, ki temeljijo na analizah več filogenetskih markerjev. 
  
Zupančič J. Selekcija oportunističnih mikroorganizmov v skrajnostnem okolju pomivalnih strojev.   




Zupančič J. Selekcija oportunističnih mikroorganizmov v skrajnostnem okolju pomivalnih strojev.   




Zupančič J. Selekcija oportunističnih mikroorganizmov v skrajnostnem okolju pomivalnih strojev.   




Zupančič J. Selekcija oportunističnih mikroorganizmov v skrajnostnem okolju pomivalnih strojev.   




Zupančič J. Selekcija oportunističnih mikroorganizmov v skrajnostnem okolju pomivalnih strojev.   




Zupančič J. Selekcija oportunističnih mikroorganizmov v skrajnostnem okolju pomivalnih strojev.   




Zupančič J. Selekcija oportunističnih mikroorganizmov v skrajnostnem okolju pomivalnih strojev.   




Zupančič J. Selekcija oportunističnih mikroorganizmov v skrajnostnem okolju pomivalnih strojev.   




Zupančič J. Selekcija oportunističnih mikroorganizmov v skrajnostnem okolju pomivalnih strojev.   




Zupančič J. Selekcija oportunističnih mikroorganizmov v skrajnostnem okolju pomivalnih strojev.   




Zupančič J. Selekcija oportunističnih mikroorganizmov v skrajnostnem okolju pomivalnih strojev.   




Zupančič J. Selekcija oportunističnih mikroorganizmov v skrajnostnem okolju pomivalnih strojev.   




Zupančič J. Selekcija oportunističnih mikroorganizmov v skrajnostnem okolju pomivalnih strojev.   




Zupančič J. Selekcija oportunističnih mikroorganizmov v skrajnostnem okolju pomivalnih strojev.   




Zupančič J. Selekcija oportunističnih mikroorganizmov v skrajnostnem okolju pomivalnih strojev.   




Zupančič J. Selekcija oportunističnih mikroorganizmov v skrajnostnem okolju pomivalnih strojev.   




Zupančič J. Selekcija oportunističnih mikroorganizmov v skrajnostnem okolju pomivalnih strojev.   




Zupančič J. Selekcija oportunističnih mikroorganizmov v skrajnostnem okolju pomivalnih strojev.   




Zupančič J. Selekcija oportunističnih mikroorganizmov v skrajnostnem okolju pomivalnih strojev.   




Zupančič J. Selekcija oportunističnih mikroorganizmov v skrajnostnem okolju pomivalnih strojev.   




Zupančič J. Selekcija oportunističnih mikroorganizmov v skrajnostnem okolju pomivalnih strojev.   




Zupančič J. Selekcija oportunističnih mikroorganizmov v skrajnostnem okolju pomivalnih strojev.   




Zupančič J. Selekcija oportunističnih mikroorganizmov v skrajnostnem okolju pomivalnih strojev.   




Zupančič J. Selekcija oportunističnih mikroorganizmov v skrajnostnem okolju pomivalnih strojev.   




Zupančič J. Selekcija oportunističnih mikroorganizmov v skrajnostnem okolju pomivalnih strojev.   




Zupančič J. Selekcija oportunističnih mikroorganizmov v skrajnostnem okolju pomivalnih strojev.   




Zupančič J. Selekcija oportunističnih mikroorganizmov v skrajnostnem okolju pomivalnih strojev.   




Zupančič J. Selekcija oportunističnih mikroorganizmov v skrajnostnem okolju pomivalnih strojev.   




Zupančič J. Selekcija oportunističnih mikroorganizmov v skrajnostnem okolju pomivalnih strojev.   




Zupančič J. Selekcija oportunističnih mikroorganizmov v skrajnostnem okolju pomivalnih strojev.   




Zupančič J. Selekcija oportunističnih mikroorganizmov v skrajnostnem okolju pomivalnih strojev.   




Zupančič J. Selekcija oportunističnih mikroorganizmov v skrajnostnem okolju pomivalnih strojev.   




Zupančič J. Selekcija oportunističnih mikroorganizmov v skrajnostnem okolju pomivalnih strojev.   




Zupančič J. Selekcija oportunističnih mikroorganizmov v skrajnostnem okolju pomivalnih strojev.   




Zupančič J. Selekcija oportunističnih mikroorganizmov v skrajnostnem okolju pomivalnih strojev.   




Zupančič J. Selekcija oportunističnih mikroorganizmov v skrajnostnem okolju pomivalnih strojev.   





Zupančič J. Selekcija oportunističnih mikroorganizmov v skrajnostnem okolju pomivalnih strojev.   




3 RAZPRAVA IN SKLEPI 
3.1 RAZPRAVA 
V zadnjih letih smo spoznali, da so ekstremna okolja, ki so bila prej omejena le na naravne 
sisteme, prisotna tudi v umetno ustvarjenih notranjih okoljih, kot so gospodinjski aparati, 
npr. pomivalni stroji, pralni stroji in kavni avtomati (Zalar in sod., 2011; Zupančič in sod., 
2016; Raghupathi in sod., 2018; Callewaert in sod., 2015; Novak Babič in sod., 2015; 
Vilanova in sod., 2015). Zaradi naraščajoče uporabe gospodinjskih naprav po svetu 
(Freedonia, 2016) ter povečanega števila imunsko oslabljenih ljudi (Low in Rotstein, 2011; 
Martin in sod., 2003), ki vse več časa preživijo v notranjem okolju in prihajajo v tesen stik 
z mikrobioto domačega okolja, je potrebno poznati mikroorganizme, ki te naprave 
naseljujejo. Pomivalni stroji predstavljajo okolje, kjer domujejo poliekstremotolerantne 
skupine mikrobov (Zalar in sod., 2011; Zupančič in sod., 2016; Raghupathi in sod., 2018). 
Le-ti lahko prispevajo k vedno večjemu številu okužb v notranjih prostorih (Binder in sod., 
1999; Morens in sod., 2004). Fenotipske lastnosti poliekstremotolerantnih vrst omogočajo 
preživetje pri kombinaciji skrajnostnih pogojev znotraj pomivalnega stroja, kjer kljubujejo 
tako visokim kot nizkim vrednostim pH, visokim temperaturam, občasno tudi do 74 ° C, 
izsuševanju, visoki organski obremenitvi, visokim koncentracijam NaCl ter mehanski 
obremenitvi vodnih curkov (Zalar in sod., 2011; Zupančič in sod., 2016). V tem neugodnem 
okolju lahko preživijo različne bakterije (Raghupathi in sod., 2018) in glive (Zalar in sod., 
2011; Döğen in sod., 2013a; Gümral in sod., 2015; Zupančič in sod., 2016), ki vstopajo v 
pomivalni stroj preko umazane posode, kuhinjskih površin, aerosolov, prebivalcev, hišnih 
ljubljenčkov ter predvsem glive preko vodovodne vode (Zupančič in sod., 2016; Novak 
Babič in sod., 2016a). 
3.1.1 Stalna združba gliv kolonizira notranjost pomivalnega stroja 
Prva raziskava, ki je opozorila na prisotnost gliv v pomivalnih strojih, je bila osredotočena 
na glivno združbo na tesnilu iz gume, ki tesni vrata stroja med ciklom pranja (Zalar in sod., 
2011). Tesnilo je v primerjavi z notranjostjo stroja izpostavljeno nižjim temperaturam in 
manjšemu pretoku vode ter ima hrapavo površino, ki zaustavlja delce hrane in 
mikroorganizme, kar lahko omogoči nastanek biofilma (Novak Babič, 2016b). V 62 % 
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pomivalnih strojev so dokazali prisotnost gliv rodu Aspergillus, Candida, Magnusiomyces, 
Fusarium, Exophiala, Penicillium, Magnusiomyces, Meyerozyma in Rhodotorula. Znotraj 
rodu črnih kvasovk Exophiala, ki so naseljevale kar 55 % tesnil pomivalnih strojev, sta 
prevladovali vrsti E. dermatitidis in E. phaeomuriformis. Poznejše študije glivne raznolikosti 
na tesnilih pomivalnih strojev so pokazale, da so si glivne združbe, ne glede na geografsko 
lokacijo, presenetljivo podobne (Znanstveno delo D). Tudi v Turčiji, kjer so potrdili 
prisotnost gliv v pomivalnih strojih v manjšem odstotku (24,5 %), so bile najpogosteje 
zastopane vrste E. dermatitidis, kateri so sledile Candida parapsilosis, Meyerozyma 
guilliermondii, Rhodotorula mucilaginosa in Magnusiomyces capitatus.  
Sklepali smo, da najverjetneje ne naseljujejo le tesnila pomivalnega stroja, temveč se 
nahajajo tudi v njegovi notranjosti. V študiji (Znanstveno delo A) smo izbrali 30 pomivalnih 
strojev, ki so se razlikovali po starosti, pogostosti uporabe, lokaciji in viru vodovodne vode. 
Vzorčenje smo razširili na osem dodatnih mest v pomivalnem stroju, ki so se razlikovala 
glede na material (npr. plastika, jeklo) in položaj glede na vodne curke (npr. stranske stene, 
dno). Vzorčili smo tudi oprane predmete iz različnih materialov (npr. steklo, plastika, 
porcelan, keramika, kovina). Z vzorčenjem različnih mest v notranjosti pomivalnega stroja, 
kot so tesnilo vrat, vrata, stena, stojalo za pribor, posodica za detergent, posodica za sredstvo 
za sijaj, odtok pomivalnega stroja, stranska šoba in razpršilec vode, smo pridobili jasno sliko 
glivne naselitve znotraj domačih pomivalnih strojev. Neodvisno od vzorčenih mest je bilo 
83 % vzorčenih pomivalnih strojev pozitivnih na prisotnost gliv (Znanstveno delo A). 
Čeprav so bila gumijasta tesnila najbolj mikrobno poseljena mesta v pomivalnih strojih (57 
%), je bila glivna kontaminacija prisotna v večjem obsegu tudi na stranskih šobah, vratih in 
odtokih (43‒50 %). Najmanj gliv smo zasledili na razpršilnikih vode in oprani posodi (oboje 
7 %). Čeprav je bila E. dermatitidis prisotna na gumijastih tesnilih celo z gostoto celic do 
106 CFU/cm2, je bila prisotna tudi na vseh drugih vzorčenih delih (6‒30 %), z izjemo oprane 
posode. Uporabnikom težko dostopni deli, kot so dovodna cev, senzor za uravnavanje 
temperature, senzor za zaznavanje motnosti vode, črpalka za vodo, ki kroži med cikli pranja, 
črpalka za odpadno vodo, izmenjevalec ionov, hidravlična posoda ter cev za odpadno vodo, 
so prav tako naseljeni z glivami. Odkrili smo, da je cev za dovod vodovodne vode v 
pomivalni stroj poseljena z vodno pogojeno vrsto F. dimerum (Steinberg in sod., 2015), 
medtem ko je odtočna cev za odpadno vodo poseljena z E. dermatitidis, C. parapsilosis in 
F. oxysporum.  
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Ta študija je tako potrdila rezultate prejšnjih študij (Zalar in sod., 2011; Döğen in sod., 
2013a; Znanstveno delo D) o značilni oportuno patogeni mikobioti tesnil pomivalnih 
strojev, ki jo sestavljajo E. dermatitidis, E. phaeomuriformis, Candida parapsilosis sensu 
stricto, kompleks vrst Fusarium dimerum in kompleks vrst Saprochaete /Magnusiomyces 
ter predstavlja mikrobiom pomivalnega stroja. Obenem pa je ta študija pokazala, da so te 
vrste gliv naseljene po celotni notranjosti pomivalnih strojev ter da se preko vode in 
aerosolov sproščajo v okolje.  
Več vrst črnih kvasovk, vključno z E. dermatitidis, je znanih po presnovi aromatskih 
ogljikovodikov in oblikovanju biofilmov na umetnih materialih (Isola in sod., 2013; 
Prenafeta-Boldú in sod., 2005). Glive, ki kolonizirajo biofilme, so prisotne v obliki 
muriformnih skupkov, hif in spor ter preživijo v hidratiranem in tudi v popolnoma 
dehidriranem stanju. Rezultati metagenomske analize glivne združbe v suhem biofilmu 
pomivalnega stroja, starega 7 let, 6 mesecev neuporabljenega in ločenega od vodnega vira, 
so pokazali izrazito zmanjšanje kvasovk in porast predvsem filamentoznih gliv rodov 
Fusarium, Aspergillus, Penicillium in Talaromyces. Hidratiran biofilm iz pomivalnega 
stroja, ki je bil v redni uporabi, pa je vseboval več kvasnih predstavnikov, kot so rodovi 
Cryptococcus, Rhodotorula, Saccharomyces, Hanseniaspora in Debaryomyces. Kvasovke 
so bolj občutljive na izsušitev kot spore gliv, saj spore lahko preživijo tudi v zelo suhih 
okoljih in ponovno zrastejo v aktiven micelij, ko se življenjski pogoji izboljšajo. Oba tipa 
biofilmov, tako hidrirani kot dehidrirani, sta vsebovala E. dermatitidis in F. dimerum. 
3.1.1.1 Exophiala dermatitidis  
 
E. dermatitidis lahko povzroči sistemske, diseminirane, nevrotropne in možganske okužbe 
(ki se pojavljajo zlasti v vzhodni Aziji) tudi pri zdravih, imunokompetentnih posameznikih 
(Hiruma in sod., 1993; Sudhadham in sod., 2008). Produkti razgradnje aromatskih 
ogljikovodikov s črnimi kvasovkami, zlasti E. dermatitidis, so fenolne in alifatske spojine. 
Predlagana je bila povezava med sposobnostjo asimilacije aromatskih ogljikovodikov, 
njihovo nevrofiziološko vlogo transmiterjev in določenimi nevrološkimi okužbami sesalcev 
(Brown in sod., 2007; Prenafeta - Boldú in sod., 2005). Poleg nevrotropnih lahko E. 
dermatitidis povzroči tudi kožne in subkutane okužbe (Matsumoto in sod., 1993; Russo in 
Zupančič J. Selekcija oportunističnih mikroorganizmov v skrajnostnem okolju pomivalnih strojev.   




sod., 2010) in je tretji najpogostejši respiratorni glivni patogen, ki okuži bolnike s cistično 
fibrozo (Kondori in sod., 2011).  
Medtem ko se E. dermatitidis le redko pojavlja v naravi (Sudhadham in sod., 2008; Dixon 
in sod., 1980; Muotoe-Okafor in Gugnani, 1993; Znanstveno delo F), prevladuje v 
pomivalnem stroju (Zalar in sod., 2011) in je pogosto prisotna v kopalnicah (Hamada in Abe, 
2010), savnah in parnih kopelih (Matos in sod., 2002). Naselitev teh ekoloških niš lahko 
razložimo z njeno sposobnostjo razgradnje aromatskih ogljikovodikov v kombinaciji s 
toleranco na visoke temperature in hitre spremembe pH (Zalar in sod., 2011) pa tudi s 
polimorfno morfologijo (Karuppayil in Szaniszlo, 1997), ki se prilagaja spremembam v 
okolju. Pogosta prisotnost E. dermatitidis v domačem okolju povzroča upravičeno 
zaskrbljenost (Znanstveno delo E, Znanstveno delo F).  
Na podlagi ITS rDNA regije so izolate E. dermatitdis razvrstili v dva genotipa (Matos in 
sod., 2003). Genotip A je največkrat osamljen iz kliničnih vzorcev (Matos in sod., 2003) in 
se 4-krat pogosteje pojavlja kot genotip B (Sudhadham in sod., 2008), ki je povezan le z 
okoljskimi izolati. Genotip C se pojavlja zelo redko (Song in sod., 2017), saj so ga leta 2011 
prvič osamili v pomivalnih strojih (Zalar in sod., 2011) in kasneje na turških železniških tirih 
(Döğen in sod., 2013b). V pomivalnih strojih so bili osamljeni vsi trije genotipi. Ne glede na 
vzorčno mesto je bilo 47 % pomivalnih strojev pozitivnih na prisotnost E. dermatitidis 
genotip A, 7 % na E. dermatitidis genotip B in 3 % strojev na E. dermatitidis genotip C. V 
ko-kulturi sta E. dermatitidis genotip A in genotip C naseljevala 3 % vzorčenih tesnil in 
stranskih šob.  
 
3.1.1.2 Exophiala phaeomuriformis  
Mikobiom pomivalnih strojev vsebuje še eno oportuno patogeno vrsto iz rodu Exophiala, in 
sicer E. phaeomuriformis. Ugotovili smo, da je le-ta prisotna na 13 % gumijastih tesnil (z 
indeksom naselitve do 105 CFU/cm2), medtem ko so jo prejšnje študije detektirale le v 6 % 
pomivalnih strojev (Zalar in sod., 2011; Döğen in sod., 2013a). V skladu s svojo vodno 
naravo je E. phaeomuriformis v stroju prisotna v stranski šobi (17 %), ki s strani obliva 
posodo z vodo. E. phaeomuriformis tvori stabilno združbo na gumijastih tesnilih skupaj z E. 
dermatitidis v 5‒7 % opazovanih primerov. Skupno pojavljanje teh dveh črnih kvasovk smo 
dodatno zaznali tudi na stranskih šobah (10 %) in na razpršilnikih vode (3 %). E. 
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phaeomuriformis je bila do sedaj opisana izključno kot kolonizator kopalnic (Matos in sod., 
2002) in je bila podobno kot E. dermatitidis le redko izolirana iz narave. Po podatkih 
mikrobiološke zbirke Westerdijk Fungal Biodiversity Institute 
(http://www.westerdijkinstitute.nl/Collections/, Marec 2018) je bil iz narave izoliran samo 
en sev E. phaeomuriformis, in sicer iz naravnega vročega vrelca (CBS 109150). E. 
phaeomuriformis raste pri nižjem temperaturnem razponu kot E. dermatitidis (Matos in sod., 
2002) in nima kapsule (Yurlova in de Hoog, 2002), vendar je vpletena v podobne medicinske 
okužbe kot E. dermatitidis. Okužbe s E. phaeomuriformis so zaznali pri bolnikih s cistično 
fibrozo (Zeng in sod., 2007; Packeu in sod., 2012), v nekaterih primerih pa jo povezujejo 
tudi s hudimi možganskimi in diseminiranimi okužbami (Zeng in sod., 2007). 
 
3.1.1.3 Aureobasidium melanogenum 
 
Ena od na novo odkritih oportunističnih patogenih vrst črnih kvasovk iz pomivalnih strojev 
je A. melanogenum (Gostinčar in sod., 2014), prej znana kot A. pullulans var. melanogenum 
(Zalar in sod., 2008). A. melanogenum je oportuno patogena črna kvasovka, ki lahko raste 
pri 37 °C in je prisotna v oligotrofnih vodnih okoljih od Arktike do tropov (Zalar in sod., 
2008). Vodna narava A. melanogenum se odraža v visoki prisotnosti (16 %) v vodovodnih 
sistemih, ki so povezani s pomivalnimi stroji, vendar so pogoji v pomivalnih strojih na to 
vrsto delovali selektivno, saj znotraj pomivalnega stroja ni bila zastopana v večjih odstotkih. 
Osamili smo jo le z vrat (7 %) in iz posodice za detergent (3 %). 
 
3.1.1.4 Kompleks vrst Saprochaete/Magnusiomyces 
 
Gliva Saprochaete clavata je fenotipsko in filogenetsko sorodna vrsti M. capitatus in je tudi 
eden izmed stalnih predstavnikov mikobiote pomivalnega stroja (Zalar in sod., 2011; Döğen 
in sod., 2013a). Identifikacija, ki temelji na zaporedju ITS, je pogosto zavajajoča, zato so 
bili izolati, pridobljeni v tej študiji (Znanstveno delo A), opredeljeni kot kompleks vrst 
Saprochaete/Magnusiomyces (de Hoog in Smith, 2004; Desnos - Ollivier in sod., 2014). Ta 
študija ni samo potrdila prisotnosti kompleksa Saprochaete/Magnusiomyces na gumijastih 
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tesnilih (10 %), temveč jih je zaznala tudi na plastičnem stojalu za pribor, posodici za 
sredstvo za sijaj, stranski šobi in odtoku (3‒17%). V enem od vzorčenih pomivalnih strojev 
je bil kompleks Saprochaete/Magmusimyces množično razširjen, saj je bil prisoten na vseh 
vzorčenih mestih. Oba M. capitatus in S. clavata se sicer v naravi redko pojavljata. M. 
capitatus so izolirali samo enkrat iz segrete drevesne pulpe (Randhawa in sod., 2001), vsi 
preostali znani sevi pa izvirajo iz pacientov s hematološkimi malignomi (de Hoog in Smith, 
2004; de Hoog in sod., 2014). Do izbruhov okužb z M. capitatus je prišlo večinoma v Evropi 
v povezavi s kontaminiranimi mlečnimi proizvodi (Girmenia in sod., 2005; Gurgui in sod., 
2011). S. clavata so tudi povezali z okužnimi mlečnimi izdelki (Gurgui in sod., 2011; 
Birrenbach in sod., 2012), ter okužbe, prenesene preko kontaminiranih medicinskih 
pripomočkov (Vaux in sod., 2014). Zaužitje sevov lahko povzroči diarejo in fungemijo z 
visoko stopnjo smrtnosti (80 %) (Vaux in sod., 2014). Dosledna prisotnost tega kompleksa 
vrst v pomivalnih strojih je zato vzrok za zaskrbljenost.  
 
3.1.1.5  Candida parapsilosis 
 
Oportuno patogena bela kvasovka C. parapsilosis je globalno prisotna na tesnilih 
pomivalnih strojev (Zalar in sod., 2011; Döğen in sod., 2013). V naši študiji smo jo zasledili 
v večji frekvenci na vratih (30 %) kot na tesnilih pomivalnih strojev (20 %), v velikem številu 
se je pojavljala tudi v pralnih strojih (Novak Babič in sod., 2015). V naravi se pogosto nahaja 
v sladkih okoljih, npr. na sadju (Kurtzman in sod., 2011; Lord in sod., 2010) in v različnih 
vodnih virih (Pires - Gonçalves in sod., 2008). Pri sesalcih in divjih pticah predstavlja C. 
parapsilosis bodisi oportuno patogeno glivo ali črevesnega komenzala (Kurtzman in sod., 
2011; Lord in sod., 2010). Po C. albicans in C. tropicalis je C. parapsilosis tretji 
najpogostejši vzrok kandidemije pri bolnikih (Silva in sod., 2012) predvsem v okužbah 
krvnega obtoka (Grandesso in sod., 2012). Okužbe s C. parapsilosis so večinoma povezane 
s kontaminiranimi protetičnimi pripomočki, katetri in rokami zdravstvenih delavcev 
(Bonassoli in sod., 2005; Trofa in sod., 2008). Posamezniki z največjim tveganjem za 
okužbo so novorojenčki, diabetični bolniki, starostniki in bolniki na oddelkih za intenzivno 
nego (Grandesso in sod., 2012; Das in sod., 2011). 
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3.1.1.6  Rhodotorula mucilaginosa 
 
V zadnjem desetletju se je izkazalo, da so določene vrste rodu Rhodotorula oportuno 
patogene. Ugotovljeno je bilo, da povzročajo do 2,3% fungemij v ZDA (Lunardi in sod., 
2006) in Evropi (De Almeida in sod., 2008). V večini primerov so povzročale okužbe pri 
bolnikih s hematološkimi malignimi boleznimi in s centralnimi venskimi katetri (Lunardi in 
sod., 2006; Louria in sod., 1960; Tuon in Costa; 2008; García - Suárez in sod., 2011). Vektor 
za prenos okužb so okužene roke bolnikov in zdravstvenih delavcev (Strausbaugh in sod., 
1996). R. mucilaginosa je ubikvitarna, saprofitna rdeča kvasovka (Wirth in Goldani, 2012), 
ki jo običajno izoliramo iz sadja (Tournas in sod., 2006), mesnih izdelkov (Gardini in sod., 
2001), izjemno slanih voda v solinah in okolij z visokimi temperaturami (Libkind in sod., 
2004; Butinar in sod., 2005). V pomivalnih strojih je bila v visoki koncentraciji (do 105 CFU/ 
cm2) prisotna na gumijastih tesnilih (17 %) in na vratih pomivalnega stroja (7 %), kjer lahko 
pride v stik z uporabnikom. 
 
3.1.1.7  Fusarium dimerum 
 
Nitasta gliva F. dimerum je oportuno patogena vrsta, ki se je pogosto pojavljala na 
gumijastih tesnilih pomivalnih strojev. V skladu s svojo vodno naravo (Hageskal in sod., 
2006) je naseljevala predvsem tista mesta v pomivalnem stroju, ki so bila neposredno 
izpostavljena vodi, kot so odtok, razpršilnik vode in stranska šoba. F. dimerum je bila tudi 
edina oportuno patogena gliva, ki smo jo osamili z oprane posode. Poleg vrste F. dimerum 
smo v študiji osamili tudi vrsti Fusarium oxysporum in Fusarium solani, za kateri je znano, 
da povzročata 80 % vseh glivnih okužb pri ljudeh (O'Donnell in sod., 2010). Vrsti F. 
oxysporum in F. solani sta bili osamljeni s tesnil (13 %), stojala za jedilni pribor (3 %), cevi 
za dovod vodovodne vode in odtokov. F. oxysporum je sicer prevladujoča nitasta gliva 
pralnih strojev (Novak Babič in sod., 2015). Vrste iz rodu Fusarium tvorijo biofilme v 
notranjih vodnih okoljih, predvsem v odtokih (Adams in sod., 2013a). V kopalnicah tako 
lahko pride do oblikovanja glivnih aerosolov, ki predstavljajo potencialni vir okužbe v 
bolnišnicah in tudi v domačem okolju (Adams in sod., 2013b).  
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3.1.2 Med pranjem pride do obogatitve in naselitve glive Exophiala dermatitidis po 
notranjosti pomivalnega stroja  
Pri izbranem stroju, v katerem smo zasledili E. dermatitidis na tesnilu, smo ob različnih 
časovnih intervalih odvzeli vodo iz pomivalnega stroja in v njej zasledovali črno kvasovko 
in njeno razširjanje oz. sproščanje med ciklom pranja posode. Vodo smo odvzeli zgoraj 
(voda, ki teče po posodi) ter spodaj (voda, ki stoji na dnu stroja) po 30 minutah, po 1 uri ter 
po 1 uri in pol pranja. Ugotovili smo, da je celokupno število gliv na začetku pranja nizko 
(do 50 CFU enot/1 ml vzorčne vode), po eni uri ta številka strmo naraste (več kot 300 CFU 
enot/1 ml vzorčene vode), pred koncem pranja pa zopet upade (na manj kot 10 CFU enot/1 
ml vzorčene vode). Število črnih kvasovk (predvsem E. dermatitidis) sledi trendu 
celokupnega števila gliv. Razlik med vodo, ki teče po posodi, in vodo, ki se zadržuje na dnu 
stroja, ni bilo. Izgleda, da med samim procesom pranja pride do sproščanja oz. odlepljanja 
kvasnih celic iz biofilma. V začetnem delu pranja se pojavljajo v nizkem številu, nekje na 
sredini pranja je to sproščanje največje, saj tekom pranja delujejo močne strižne sile vode iz 
stranskih šob, ki še dodatno poskrbijo za mehansko odlepljanje biofilma in sproščanja 
bioloških delcev v vodo, ki nato kroži po pomivalnem stroju. Dotok vode je na sredini cikla 
pranja največji. Del kvasnih celic pride v stroj tudi z vodovodno vodo. Voda se na koncu 
pralnega cikla zamenja, zato je voda za zadnje izpiranje posode vsebovala minimalno število 
gliv (črnih kvasovk). Na oprani posodi smo zaznali le nitasto vrsto F. dimerum.  
 
3.1.3 Voda kot vektor za vstop gliv v gospodinjske naprave 
Pri spremljanju kakovosti pitne vode razdelimo parametre na mikrobiološke, kemijske in 
fizikalne (MPV, 2018). Mikrobiološko neoporečna pitna voda je javna dobrina in redni 
monitoring njene kakovosti zajema testiranje celokupnega števila bakterij ter odsotnost 
koliformnih bakterij. Glive kot kontaminante pitne vode do sedaj niso bile obravnavane, 
čeprav se pojavljajo v pitni vodi iz omrežja (Hageskal in sod., 2009; Novak Babič in sod., 
2017) in v podzemnih vodah (Novak Babič in sod., 2016a). Najpogosteje so iz vodovodne 
vode in podzemnih voda izolirali filamentozne glive rodu Aspergillus, sledile pa so jim črne 
kvasovke in kvasovkam podobne glive iz rodov Aureobasidium, Exophiala in 
Rhinocladiella (Novak Babič in sod., 2016a; Novak Babič, 2016b; Novak Babič in sod., 
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2017). Leta 2016 so v 5 % vzorcev vodovodnih vod prvič zasledili tudi vrsti E. dermatitidis 
in E. phaeomuriformis (Novak Babič in sod., 2016a) in tako pojasnili vstop v gospodinjske 
naprave. 
Gospodinjski aparati, kot so pomivalni in pralni stroji, so priključeni na vodovodno omrežje. 
Vodovodno omrežje, ki dovaja vodo v gospodinjske naprave, predstavlja torej vodilni 
vstopni dejavnik za glive, saj je bilo več kot 84 % vodnih vzorcev, ki smo jih odvzeli na 
vodovodnih pipah v domačih kuhinjah, pozitivnih na prisotnost gliv v rangu med 1–300 
CFU enot/liter vodnega vzorca (Znanstveno delo A). Prevladujoča vrsta, ki smo jo osamili 
iz vzorcev vodovodne vode, je bila črna kvasovka Aureobasidium melanogenum, sledile pa 
so ji še druge vrste črnih kvasovk, in sicer Rhinocladiella similis, E. phaeomuriformis, 
Exophiala alcalophila in Exophiala lecanii-corni. Vrsto E. dermatitidis smo izolirali v 2 % 
vzorcev. Ostale ne-črne kvasovke, ki smo jih detektirali v vodi v večjem številu, so bile C. 
parapsilosis, Cystobasidium sloffiae, Pseudozyma cassa in kompleks vrst F. dimerum. Iz 
vode se lahko sproščajo glivni aerosoli in vplivajo na zdravje ljudi. Z aerosoli se širi 
predvsem rod Fusarium, ki je pogosto prisoten v odtokih kuhinjskih korit (Short in sod., 
2011) in lahko okuži raztopine za kontaktne leče (Gorscak in sod., 2007), kar lahko povzroči 
Fusarium keratitis (Short in sod., 2011).  
 
3.1.4 Zrak kot vektor razširjanja gliv iz pomivalnih strojev v kuhinje 
Potencialni medij za prenos gliv iz pomivalnega stroja v okolje so aerosoli, ki nastajajo ob 
koncu pralnega cikla. S klasičnim vzorčevalnikom zraka (SAS Air sampler) smo vzorčili 
500 litrov zraka ob odprtju stroja. Ugotovili smo, da sta v vročem zraku prisotna rodova 
Aspergillus ssp. (88 % vzorčenih strojev) in Penicillium ssp. (45 %). Oba rodova spadata 
med zračne in kozmopolitske glive in sta vsesplošno prisotna tudi v našem domačem okolju 
(Adams in sod., 2013). Številčnejše je bila zastopana tudi Trichoderma sp. (11 % vzorčenih 
strojev) ter še črne filamentozne glive iz rodu Cladosporium sp. (14 %), oportuno patogena 
rdeča kvasovka R. mucilaginosa (14 %) ter oportuno patogena vrsta C. parapsilosis (13 %). 
Prisotnosti črnih kvasovk s to metodo nismo zaznali. Z novejšo metodo vzorčenja zraka 
(Sistem Coriolis, Bertin technologies, Francija), kjer smo ob odprtju pomivalnega stroja 
lahko vzorčili 1000 litrov vročega zraka neposredno v za to namenjeno sterilno tekočino, 
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smo z molekularnimi tehnikami in uporabo ozko specifičnih začetnih oligonukleotidov 
(Novak Babič in sod., 2013) potrdili prisotnost črne kvasovke E. dermatitidis v vzorcu zraka, 
ki izhaja iz pomivalnega stroja v notranje okolje. 
 
3.1.5 V kuhinjah s pomivalnimi stroji prevladujejo črne kvasovke 
Kuhinja spada med mikrobiološko bolj obremenjena mesta v domačem okolju (Flores in 
sod., 2013). Večina raziskav obravnava prisotnost patogenih bakterij v domači kuhinji 
(Heaton in Jones, 2008; Luber, 2009; Berger in sod., 2010), medtem ko diverziteto gliv 
obravnava le nekaj študij (Adams in sod., 2013a; Khan in Karuppayil, 2012). 
Spremljali smo razširjanje gliv, še posebej črnih kvasovk, znotraj gospodinjstev, v katerih 
smo vzorčili pomivalne stroje. Ne glede na vzorčno mesto je bilo na glive pozitivnih 83 % 
vzorčenih gospodinjstev. Kot najbolj kritično mesto za naselitev gliv se je izkazal kuhinjski 
odtok (62 %), sledil mu je odcejalnik posode ter tesnilo na odtoku v kuhinji (glivna naselitev 
je znašala v obeh primerih 51 %). 49 % vzorčenih pultov nad pomivalnim strojem je bilo 
prav tako pozitivnih na rast gliv. Kritična mesta za naselitev gliv v gospodinjstvu so bila še 
tesnilo na pipi (37 %) ter kuhinjsko korito (34 %). 
Med vzorčenimi mesti so črne kvasovke najbolj naseljevale odcejalnik posode (31 %). 
Prevladovale so kvasovke iz rodu Exophiala (E. phaeomuriformis (17 %), E. dermatitidis (9 
%), Exophiala mesophila (3 %), A. melanogenum (9 %), Ochroconis constricta (6 %) ter 
Cladophialophora boppii (3 %). Črne kvasovke so naseljevale z enakim odstotkom (20 %) 
tudi tesnilo na kuhinjskem odtoku, kuhinjsko korito ter tesnilo na pipi. Najmanjšo diverziteto 
črnih kvasovk smo zasledili na kuhinjskem koritu, kjer smo identificirali naslednje vrste: 
največ E. dermatitidis, sledile so vrste O. constricta, A. melanogenum in E. 
phaeomuriformis.  
Na kuhinjskih površinah smo določili pojavnost tudi ostalih potencialno patogenih gliv. 
Odkrili smo, da je zastopanost izolatov C. parapsilosis na kuhinjskih površinah bistveno 
večja v primerjavi s pomivalnimi stroji. Največkrat smo jo izolirali iz odtoka v kuhinji (43 
%), kuhinjskega pulta nad pomivalnim strojem (26 %), kuhinjskega korita (23 %) ter 
odcejalnika posode (20 %). F. dimerum in F. oxysporum sta v enakih odstotkih naseljevala 
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kuhinjski odtok ter tesnilo na pipi (6 %), medtem ko je vrsta F. oxysporum kar v 17 % 
naseljevala odcejalnik posode.  
Vrst Magnusiomyces capitatus in Saprochaeta clavata na kuhinjskih površinah nismo 
zasledili, njihovo prisotnost smo potrdili le v pomivalnem stroju, kar kaže na edinstveno 
ekološko nišo teh dveh glivnih vrst v domačem okolju. 
 
3.1.6 V kuhinjah brez pomivalnih strojev prevladujejo bele kvasovke rodu Candida 
Vzorčili smo tudi gospodinjstva, ki v svojih kuhinjah ne uporabljajo pomivalnih strojev. 
Ugotovili smo, da je število črnih kvasovk na kuhinjskih površinah v takšnih gospodinjstvih 
bistveno manjše. Izrazito so prevladovale bele kvasovke, predvsem oportuno patogene vrste 
C. parapsilosis. Najbolj glivno obremenjeni deli kuhinj brez pomivalnih strojev so bili 
kuhinjsko korito, guma na odtoku, odcejalnik posode, kuhinjski odtok in silikonska obroba 
kuhinjskih korit.  
 
3.1.7 Tesnila pomivalnih strojev kolonizirajo tudi raznovrstne bakterije 
Naši rezultati so pokazali, da tesnila pomivalnih strojev poleg gliv (Zalar in sod., 2011; 
Zupančič in sod., 2016) naseljujejo različne bakterijske vrste, kar so dosedanje študije le 
nakazovale (Rehberg in sod., 2017). Rezultati klasične kultivacije bakterij so se skladali z 
rezultati identifikacij, ki smo jih pridobili z novejšimi molekularnimi pristopi (t. s. 
sekvenciranje nove generacije (NGS) po platformi Roche 454 in platformi Illumina). Skupaj 
so rezultati podali jasno sliko bakterijske flore tesnila pomivalnega stroja. NGS rezultati so 
pokazali, da prevladujejo po Gramu pozitivne bakterije razredov Actinobacteria in 
Firmicutes, med katerimi je bilo veliko rodov, ki lahko kljubujejo neugodnim okoljskim 
dejavnikom s tvorbo spor, npr. Bacillus. Po drugi strani so tretjino predstavljale po Gramu 
negativne Proteobacteria, predvsem γ-proteobacteria, katere predstavniki so znani po tvorbi 
izjemno obilnih in trdovratnih biofilmov (Charnock in Nordlie, 2016), tudi v povezavi z 
okužbami pri ljudeh (de Bentzmann in Plésiat, 2011).  
Aktinobakterije, firmukuti in proteobakterije so bili prisotni v enakem deležu v združenem 
vzorcu 21 pomivalnih strojev. S klasično izolacijo smo pridobili 74 različnih vrst bakterij, 
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med katerimi je največ izolatov pripadalo redu Firmicutes, predvsem rodovoma Bacillus in 
Paenibacillus. Bakterije iz teh dveh rodov se lahko diferencirajo v endospore, ki omogočajo 
preživetje v neugodnih razmerah, kot so visoka temperatura in visok pH (Nicholson in sod., 
2000). Zaradi ubikvitarnosti jih najdemo vsepovsod v naravnem in v domačem okolju, tako 
da njihova prisotnost v pomivalnih strojih ni presenetljiva. Vrsta B. cereus je sicer 
pomemben patogen, ki sintetizira dva enterotoksina in je relativno pogost povzročitelj 
zastrupitev s hrano (Ehling - Schulz in sod., 2004). V večjem številu so bili prisotni tudi 
enterokoki, predvsem vrsti Enterococcus casseliflavus in Enterococcus faecium, ki se v 
zadnjih dveh desetletjih pojavljata kot vodilni vzrok za okužbe z enterokoki v ZDA (Arias 
in Murray, 2012). Posebej ju je potrebno izpostaviti zaradi hkratne odpornosti proti več 
antibiotikom (Hidron, in sod., 2008), predvsem proti vankomicinu, ampicilinu in 
aminoglikozidom (Agudelo Higuita in Huycke, 2014). Vrsta E. faecium se pojavlja kot del 
gastrointestinalne flore, zato njena prisotnost v okolju pomeni fekalno kontaminacijo 
živalskega ali človeškega izvora (Lebreton in sod., 2014).  
Med aktinobakterijami so bile najbolj pogosto prisotne vrste rodu Gordonia in Micrococcus, 
slednji je pogost vzrok okužb krvnega obtoka pri bolnikih s pljučno hipertenzijo, pri drugih 
skupinah bolnikov pa le redko povzroča okužbe (Valdivia - Arenas in Sood, 2008). Aerobna 
aktinomiceta Gordonia sp. je bila šele nedavno prepoznana kot humani patogen, predvsem 
povzroča intravaskularne okužbe preko katetrov (Johnson in sod., 2011). Bakterije rodu 
Gordonia, Brachybacterium in Micrococcus so bile prisotne tudi na mokri oprani posodi. 
Ker noben od teh rodov ni sporotvoren, predvidevamo, da je njihova kontaminacija prehodne 
narave in za zdravje ljudi ne predstavlja razloga za skrb.  
Kar 50 % pomivalnih strojev je kolonizirala tudi Escherichia coli, predstavnica normalne 
mikrobne združbe prebavnega trakta vretenčarjev (Tenaillon in sod., 2010). Nekateri 
genotipi te bakterije so za človeka patogeni (Kaper in sod., 2004), zato smo naše okoljske 
izolate testirali na prisotnost genov z zapisi za virulentne dejavnike (plazmide, adhezine, 
toksine, avtotransporterje, sisteme za prevzem železa …). Izkazalo se je, da vsi sevi E. coli 
sodijo v filogenetsko skupino A0 (Clermont in sod., 2000; Escobar - Páramo in sod., 2006), 
ki jo predstavljajo nepatogeni komenzalni sevi, medtem ko virulentni sevi E. coli spadajo v 
filogenetski skupini B2 in D (Clermont in sod., 2013). Isti sekvenčni tip E.coli je bil najden 
v različnih pomivalnih strojih, ki so bili celo geografsko različno locirani, kar kaže na močan 
selektivni pritisk pomivalnega stroja kot ekstremnega okolja. Selektivno torej niso bili 
Zupančič J. Selekcija oportunističnih mikroorganizmov v skrajnostnem okolju pomivalnih strojev.   




obogateni zelo virulentni izolati E. coli, temveč tisti, ki imajo povečano sposobnost 
oblikovanja adherentnih in trdoživih biofilmov ter sposobnost privzema žvepla in železa iz 
okolja.  
Več kot 50 % tesnil pomivalnih strojev so naseljevale bakterije rodu Pseudomonas. Več kot 
polovico izolatov je predstavljala vrsta Pseudomonas aeruginosa, znana oportuno patogena 
bakterija, ki povzroča različna obolenja pri ljudeh (de Bentzmann in Plésiat, 2011). Pogosta 
je pri bolnikih s cistično fibrozo (Pamukcu in sod., 1995; Waters in Grimwood, 2018), je 
najpogostejši povzročitelj okužb opeklin (Church in sod., 2006) in pogosto okužuje 
medicinske naprave, še posebej katetre (Xu in sod., 2017). Širok ekološki spekter jo uvršča 
med generalistične bakterije, saj lahko raste na različnih substratih in je tudi sposobna 
razgradnje ogljikovodikov (Abinaya Sindu in Gautam, 2017). 
Drugi, pogosto osamljeni rodovi, ki so bili splošno prisotni in katerih predstavniki so lahko 
tudi oportuno patogeni za ljudi, so; Acinetobacter, predvsem Acinetobacter calcoaceticus, 
predstavnik normalne bakterijske združbe pri ljudeh, redko patogen (Wong in sod., 2017); 
Brevibacterium zlasti Brevibacterium casei, ki povzroča infekcije pri 
imunokompromitiranih bolnikih (Kumar in sod., 2011); Klebsiella predvsem Klebsiella 
oxytoca, ki je ob črevesni disbiozi povzročiteljica hemoragičnega kolitisa, povezanega z 
antibiotiki (Högenauer in sod., 2006); Staphylococcus, večinoma Staphylococcus 
saprophyticus, ki je pogost povzročitelj urinarnih infekcij (Hur in sod., 2016) in 
Stenotrophomonas maltophilia, ki je globalno porajajoč oportunistični patogen predvsem 
bolnišničnih infekcij, njegova patogenost pa se odraža v sposobnosti tvorbe trdovratnih 
biofilmov (Brooke, 2012). Noben od izoliranih sevov iz pomivalnih strojev ni sodil med 
visoko patogene seve. 
Za oceno potenciala patogenosti izoliranih sevov smo vse seve testirali na odpornosti proti 
antibiotikom. Uporabili smo antibiotike iz skupin cefalosporinov (tretja generacija, 
predvsem za zdravljenje bolnišničnih okužb), kot sta cefotaksim in ceftazidim, dva 
karbapenemska antibiotika, imipenem in ertapenem (karbapenemi veljajo za ene izmed 
rezervnih antibiotikov za številne bakterijske okužbe), in fluorokinolonski antibiotik 
ciprofloksacin (kinolonski antibiotiki se uporabljajo za zdravljenje resnih bakterijskih 
okužb, še posebno bolnišničnih). Poleg teh smo uporabili še tetraciklin (antibiotik, ki je že 
dolgo v uporabi in na katerega so rezistence pogoste) ter kanamicin, ki se ga v humani 
medicini skoraj ne uporablja več, je pa uporaben kot genski označevalec v molekularni 
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biologiji in genetiki. Posebnih primerov rezistentnih sevov iz pomivalnih strojev nismo 
zasledili.  
Vodovodna voda, ki je priključena na pomivalni stroj, je predvsem vektor vnosa gliv 
(Zupančič in sod., 2016). Poleg gliv deluje v manjši meri tudi kot vektor vnosa določenih 
bakterij, predvsem β-proteobacteria (97 %) iz rodu Tepidimonas, ki je pogosto prisoten v 
vodnem okolju (Chen in sod., 2013). Betaproteobakterije imajo številne metabolne strategije 
in zato lahko zavzemajo različna okolja od humanih do oligotrofnih podzemnih vodnih 
ekosistemov (Dworkin in sod., 2006). Pogoji v pomivalnem stroju delujejo selektivno, saj v 
biofilmu najdemo večinoma γ-proteobacteria. Ostale bakterijske skupine so bile v 
vodovodni vodi prisotne v manjšem odstotku.  
Trdota vodovodne vode, na katero je pomivalni stroj priključen, je statistično signifikantno 
vplivala samo na glivno populacijo. Na prisotnost gliv v vodi vplivajo kalcijevi in 
magnezijevi ioni, saj glive pogosteje osamimo iz vzorcev vode z višjo vsebnostjo kalcijevih 
ionov in ob zmerni prisotnosti magnezija (Karuppayil in Szaniszlo, 1997). Prisotnost 
kalcijevih ionov v okolju regulira npr. obliko rasti črne kvasovke E. dermatitidis (Karuppayil 
in Szaniszlo, 1997). V pomivalnih strojih, ki so bili priključeni na trdo vodovodno vodo, 
smo določili predvsem askomicetne glive iz razreda Leotiomycetes (Articulospora, 
Thelebolus, Pilidium, Neobulgaria). V pomivalnih strojih, ki so uporabljali mehkejšo vodo, 
nismo mogli določiti prevlade določenega rodu gliv.  
S staranjem stroja se tudi mikrobna združba, ki živi na tesnilih, spreminja. Tako so v začetni 
fazi (prve štiri leta) prisotne druge baterijske vrste kot v ''zrelejših'' letih pomivalnega stroja. 
Pri pomivalnih strojih, ki so bili v obratovalnem času od 0 do 4 leta, smo našli predvsem 
bakterijske vrste iz rodu Proteobacteria, zlasti Escerichia, Pseudomonas, ostale vrste so bile 
prisotne v manjšem številu. Pri glivah se je izkazalo, da so novejši stroji naseljeni predvsem 
z askomicetami (92 %), znotraj katerih so prevladovale kvasovke rodov Candida, 
Saccharomyces in Debaryomyces. Pri pomivalnih strojih, ki so bili v obratovanju 5‒7 let, se 
je populacija vrst iz rodu Proteobacteria statistično značilno zmanjšala, obogatile pa so se 
bakterijske vrste iz rodov Actinobacteria in Firmicutes, ki so bile prej prisotne v manjši meri. 
Pri glivni populaciji smo opazili podoben trend. Sprva so povsem prevladovale askomicete, 
ki so kasneje upadle za polovico. Nadomestile so jih bazidiomicetne glive, predvsem rodova 
Cryptococcus in Rhodotorula.  
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Tudi frekvenca uporabe stroja je imela statistično signifikanten vpliv na bakterijsko in glivno 
združbo. Tako smo v pomivalnih strojih, ki so jih uporabljali pogosteje (1‒2-krat dnevno), 
zasledili drugačne vrste bakterij kot v tistih, ki so jih uporabljali manj (1‒3-krat tedensko). 
Predstavniki patogenih vrst so se najpogosteje pojavljali pri nižjih frekvencah pranja. Pri 
večjih frekvencah pranja so bile prisotne v več kot 95 % askomicetne kvasovke rodov 
Candida, Saccharomyces in Debaryomyces. 
Primarno mesto naselitve mikroorganizmov v pomivalnem stroju je tesnilo vrat (Novak 
Babič, 2016b). Pritrditev mikrobov na biotsko ali abiotsko površino in tvorba biofilma imajo 
velik vpliv na biodegradacijo in biosintezo. Mešani bakterijsko–glivni biofilmi se razlikujejo 
od monokulturnih bakterijskih ali glivnih biofilmov, saj glive lahko delujejo kot biotska 
površina, na katero se pritrdijo bakterije (Seneviratne in sod., 2008). V primeru 
nefilamentoznih gliv lahko bakterije in glive skupaj delujejo kot biotska površina. Pri 
procesu pritrditve se celice zlepljajo in med njimi se odvija kompetitivna inhibicija (Wargo 
in Hogan, 2006). Tudi površinski polisaharidi imajo pomembno vlogo pri kolonizaciji 
bakterijskih biofilmov z ne-filamentnimi glivami (npr. Candida albicans) in obratno (Wargo 
in Hogan, 2006).  
Korelacijski modeli in analiza zgodnje mikrobne združbe je pokazala, da je rod Candida 
eden prvih kolonizatorjev v biofilmih pomivalnih strojev, zato služi kot biotska površina za 
kasnejše pritrjanje bakterij. Glive rodu Candida se med prvimi vežejo na tesnilo, zato jih 
kasneje pokrijejo ostali mikroorganizmi. Tako lahko razložimo nižje število CFU/cm2 
tesnila (do 102 CFU/cm2) vrste C. parapsilosis v primerjavi z E. dermatitidis (do 106 
CFU/cm2). Slednja je sekundarni kolonizator in je prisotna na površini biofilma. 
 
3.1.8 Povezava med ekstremotoleranco in patogenim potencialom gliv 
Med izjemnimi lastnostmi rodu Candida, ki vplivajo na njeno patogenost, je sposobnost 
oblikovanja psevdohif, ki kljubujejo specifični imunski obrambi gostitelja (Kalan in sod., 
2016, Ghannoum, 2016). Rezultati sekvenciranja nove generacije, analize mreženja in 
statistični testi so pokazali, da je rod Candida eden izmed prvih kolonizatorjev tesnila 
pomivalnega stroja. S tvorbo psevdohif vzpostavi biotsko površino, na katero se nato 
pritrdijo sekundarni kolonizatorji, različne bakterije in glive, predvsem črne kvasovke rodu 
Zupančič J. Selekcija oportunističnih mikroorganizmov v skrajnostnem okolju pomivalnih strojev.   




Exophiala ter presenetljivo tudi solinskega rodu Hortaea. Na prvi pogled tako različna 
habitata kot so soline in pomivalni stroj nimata veliko skupnih fizikalno-kemijskih lastnosti. 
Vendar pa so za ekstremno okolje solin kot tudi za ekstremno okolje pomivalnih strojev 
značilna nihanja v temperaturah, periodično sušni oz. mokri pogoji, občasna daljša 
dehidracija, spremembe v pH, spreminjajoča se slanost, nizka vodna aktivnost, prisotnost 
oksidativnega stresa, izmenjujoča se obdobja visoke in nizke vsebnosti organskih snovi ter 
prisotnost naravnih in umetnih materialov, ki jih lahko naseljujejo glive (Zalar in sod., 1999; 
Gunde - Cimerman in sod., 2000; Gunde - Cimerman in sod., 2009; Zalar in sod., 2011; 
Döğen in sod., 2013a, b). Te okoljske podobnosti omogočajo Hortaea werneckii naselitev v 
pomivalnih strojih. Izjemno halotolerantna vrsta H. werneckii je globalno razširjena 
melanizirana črna kvasovka, ki je poznana po svoji morfološki kot tudi taksonomski 
plastičnosti. Slanica v solinah predstavlja njen primarni habitat, zato je dominantna glivna 
vrsta v solinah po celem svetu (Gunde - Cimerman in sod., 2000; Gunde - Cimerman in sod., 
2009; Gostinčar in sod., 2010; Zajc in sod., 2012). Najdemo jo še v različnih slanih okoljih, 
kot so morska voda, na kristalih soli natrijevega klorida, v pesku ob morski obali, na 
potapljaški opremi ter v različnih sušnih okoljih kot je puščava Atakama. Njen obstoj v 
domačih okoljih so potrdili na slani hrani (de Hoog in Gerrits, 1992), kot so soljene ribe 
(CBS 117.90) in slanica sirov (CBS 123850), določili pa so jo tudi v hišnem prahu (Tanaka 
in sod., 1990), v okviru naše študije pa v ekstremnem domačem okolju pomivalnih strojev. 
Vrsta ima tudi patogeni potencial, saj je znana povzročiteljica dermatomikoze Tinea nigra 
(Severo in sod., 1994), površinske okužbe dlani in podplatov ljudi, ki se pojavlja predvsem 
v tropskih in subtropskih predelih (Bonifaz in sod., 2010). 
Zaradi njene sposobnosti rasti v okolju brez prisotne soli in vse do nasičenja z NaCl je H. 
werneckii obravnavana kot izjemno halotoleranten evkariontski organizem, izbran kot 
modelni organizem za preučevanje halotolerance pri evkariontih (Plemenitaš in sod., 2008). 
Naša mikro- in makromorfološka analiza širokega nabora sevov, pridobljenih iz različnih 
okolij po celem svetu, ni pokazala jasnih znakov, na podlagi katerih bi lahko potrdili obstoj 
več vrst, potrdili smo le izredno morfološko in fiziološko plastičnost sevov znotraj vrste. 
Vrstno specifičnih razlik ni razkrila niti filogenetska analiza nukleotidnega zaporedja regije 
notranjega distančnika v ribosomski DNA (ITS rDNA) vrste H. werneckii, ki sicer nakazuje 
obstoj kompleksa vrst oz. vsaj različnih genotipov (Zalar in sod., 1999). Ta morfološko 
fiziološka plastičnost, razvidna tudi na nivoju filogenetskih markerjev, nakazuje tudi 
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zmožnost naselitve in preživetja znotraj dveh precej različnih habitatov – izjemno slanih 
naravnih okolij, ozmotsko stresnih notranjih okolij in človeške kože. Določanje 
nukleotidnega zaporedja bolj ohranjenih regij DNA, kot so gospodinjski geni, ki v klasičnih 
taksonomskih študijah podprejo filogenetsko razvrstitev določene vrste, so bili v primeru H. 
werneckii neuporabni. Gospodinjski geni so običajno konstitutivni, ker so potrebni za 
vzdrževanje osnovnih celičnih funkcij in so zato izraženi v vseh celicah organizma v 
normalnih in tudi patološko-fizioloških pogojih. Gre predvsem za gene, ki sodelujejo kot 
transkripcijski in translacijski faktorji, mitohondrijski ribosomalni proteini, RNA polimeraze 
ter številni drugi (Eisenberg in Levanon, 2003; Butte in sod., 2001; Zhu in sod., 2008; Greer 
in sod., 2010). Klasični filogenetsko uporabni gospodinjski geni, ki se uporabljajo v 
mikologiji, so gen za elongacijski translacijski faktor 1α, beta tubulin in RNA polimerazo II. 
Pri vrsti H. werneckii primerjava nukleotidnih zaporedij teh genov ni pripomogla k jasni 
opredelitvi različnih vrst. Pri molekularni določitvi nukleotidnega zaporedja katerega koli 
odseka DNA pri H. werneckii je stalno prihajalo do pojavljanja dvojnih signalov nukleotidov 
neodvisno od regije določevanja. Razlog je razkrilo prvo in nato ponovno določanje 
nukleotidnega zaporedja celotnega genoma seva EXF-2000 vrste H. werneckii (Lenassi in 
sod., 2013; Sinha in sod., 2017). Izkazalo se je, da ima vrsta H. werneckii podvojen genom, 
kar jo uvršča v sam vrh glivnih posebnežev. Kopiji genoma sta homologni, saj 90 % genov 
H. werneckii obstaja v vsaj dveh kopijah. Dodatno sekvenciranje 12 genomov sevov H. 
werneckii je potrdilo ugotovitve prejšnjih dveh študij o podvojitvi genoma pri desetih sevih 
in na novo razkrilo prisotnost dveh haploidnih sevov H. werneckii (Znanstveno delo H). 
Tekom evolucije je torej najverjetneje prišlo do hibridizacije med haploidnimi sevi, kar je 
vodilo do nastanka stabilnih diploidnih sevov s podvojenimi genomi, ki se zdaj uvrščajo v 
geografsko ločene filogenetske linije, znotraj katerih ne prihaja več do hibridizacij. 
Hibridizacija je torej nekakšen nadomestni način bogatitve genoma v izjemno slanem okolju 
solin, saj je bilo dokazano, da vrsta nima znanega spolnega razmnoževanja (Lenassi in sod., 
2013). Kljub temu pa v genomu obstajajo zapisi za paritveni tip MAT lokusa (angl. mating 
lokus).  
Pri temperaturno pogojenih askomicetnih dimorfnih glivah se spolno razmnoževanje pojavi, 
ko se združita hifi nasprotnih paritvenih tipov (MAT1-1 in MAT1-2) in oblikujeta 
kleistotecije, ki producirajo askospore v procesu mejoze (Li in sod., 2013). Tak tip spolnega 
razmnoževanja pri H. werneckii še ni bil dokazan. Filogenetska analiza celotnega 
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nukleotidnega zaporedja genomov 12 sevov je potrdila rezultate filogenetskih študij (Zalar 
in sod., 1999; Abliz in sod., 2003; Bonifaz in sod., 2008), saj se okoljski sevi in patogeni 
sevi niso združevali v različne podskupine, ampak so bili pomešani med seboj ter so tako 
potrdili kompleksnost vrste.  
Invazivne glivne okužbe lahko razdelimo v dve skupini: (i) endemične ali dimorfne mikoze, 
ki jih povzročajo prave patogene glive, in (ii) oportunistične okužbe saprofitnih 
filamentoznih gliv in kvasovk, ki povzročajo okužbe samo pri imunsko oslabljenih 
gostiteljih (de Pauw, 2011). Pravih patogenih gliv ni veliko. Med najpomembnejše 
povzročitelje endemskih mikoz, za katerimi zbolevajo tudi zdravi posamezniki z normalnim 
imunskim odgovorom, sodijo Blastomyces dermatitidis, ki povzroča blastomikozo, 
Coccidioides immitis in Coccidioides posadasii, ki povzročata kokcidioidomikozo, 
Histoplasma capsulatum, ki povzroča histoplazmozo pri ljudeh in živalih, ter 
Paracoccidioides brasiliensis, ki povzroča parakokcidioidomikozo (Matos, 2009). Vsem 
tem pravim človeškim patogenim glivam je skupen temperaturni dimorfizem, za katerega je 
značilno, da je gliva pri okoljski temperaturi v nitasti obliki, v telesu (pri temperaturi 37 °C) 
pa preklopi v kvasno obliko. Vse ostale glive veljajo za oportuno patogene, saj v svojem 
življenjskem ciklu ne potrebujejo človeka kot vmesnega gostitelja. Dejavniki virulence, ki 
opredeljujejo patogenost pri glivah, so predvsem zmožnost rasti pri 37 °C, prisotnost 
melanina, sposobnost izogibanja obrambi gostitelja (Negri in sod., 2010), sposobnost 
oblikovanja biofilmov (Sardi in sod., 2013), izločanje določenih hidrolitičnih encimov 
(proteaze, lipaze) ter sposobnost temperaturnega dimorfizma (Gonçalves in sod., 2015). Da 
glive lahko povzročijo invazivno okužbo pri ljudeh, morajo premagati strukturne, toplotne 
in imunološke ovire (Gauthier, 2015), zato imajo glivne okužbe značilno dolge inkubacijske 
dobe.  
Mnenja o patogenem potencialu glive H. werneckii so deljena. Po navedbah določenih 
avtorjev je lahko H. werneckii udeležena pri sistemskih mikozah (Ng in sod., 2005), po 
navedbah drugih pa predstavlja le kozmetični problem (Göttlich in sod., 1995). Povzročitev 
okužbe s H. werneckii pri človeku je ostala nerazjasnjena, saj ni bila dokazana sposobnost 
rasti H. werneckii pri 37 °C. Kot temperaturni maksimum rasti pri H. werneckii je bila 
določena temperatura 30 °C (Cabañes in sod., 2012). Rezultati naše raziskave kažejo, da je 
H. werneckii le pri povišani slanosti zmožna rasti pri povišani temperaturi (37 °C). Ugotovili 
smo, da za to potrebuje vsaj 5 % NaCl, optimalno pa 10 % NaCl v gojišču (Znanstveno delo 
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I), kar nakazuje povezavo ekstremotolerance in patogenosti pri H. werneckii. Candida 
albicans, pogost glivni povzročitelj bolezni in prevladujoč človeški komenzal, ima 
paraspolni cikel, ki ga stimulira okoljski stres (Bennett, 2015). Tudi prilagoditev na 
spremembe pH v okolju so eden ključnih dejavnikov pri virulenci mnogih komenzalnih 
patogenov, še posebej C. albicans (Davis, 2003; de Vasconcellos in sod., 2014; Du in Hang 
2015). 
Pomemben dejavnik patogenosti gliv, ki povzroča dolgotrajne okužbe in povečuje njihovo 
odpornost proti protimikrobnim snovem (Rajendran in sod., 2016) je, tako kot pri bakterijah, 
sposobnost oblikovanja biofilmov. Seve H. werneckii so večkrat osamili iz biofilmov na 
lesenih pregradah, potopljenih v slanici (Zalar in sod., 2005), iz debelih bakterijskih pelikul 
na površini izjemno slanih voda, s suhih tal v evaporacijskih solinskih bazenih in iz mikrobne 
preproge na dnu solinskih bazenov (Butinar in sod., 2005; Cantrell in sod., 2006). V tesen 
stik s človeško kožo lahko pride tudi preko biofilmov, ki so jih našli na potapljaški opremi 
(Cabañes in sod., 2012). V obliki tankega biofilma se pri obolenju tinea nigra razrašča po 
človeški koži (Gauthier, 2015).  
Tudi sorodna črna kvasovka E. dermatitidis iz podreda Pezizomycotina, kljubuje neugodnim 
razmeram v pomivalnih strojih in v telesu s tvorbo biofilmov. Nedavne raziskave so 
pokazale, da ima 63 % okoljskih sevov in 92 % kliničnih sevov to sposobnost (Sav in sod., 
2016; Kirchhoff in sod., 2017). Tudi okoljski sevi E. dermatitidis, ki smo jih pridobili iz 
pomivalnih strojev, so bili v monokulturi sposobni tvorbe biofilma. Ko smo glivo izpostavili 
večvrstnem bakterijskem konzorciju, ki je bil prisoten na tesnilu pomivalnih strojev, se je 
izrazito povečala biomasa mešanega, bakterijsko-glivnega biofilma. Bakterije in gliva se 
torej medsebojno niso izključevale, ampak so v in-vitro pogojih ustvarile večvrstni, 
trpežnejši bakterijsko-glivni biofilm. Na osnovi mikroskopskih posnetkov in diverzitetnih 
analiz vemo, da se v pomivalnih strojih zaradi skrajnostnih dejavnikov bakterije in glive 
povežejo v trdno strukturo biofilma. Zaradi lastnosti materiala je biofilm najbolj uspešno 
naseljen na tesnilih pomivalnih strojev (Novak Babič, 2016b), prisoten pa je tudi drugod v 
notranjosti strojev. Mikrobi so podvrženi številnim spremembam med prehodom iz 
planktonskih organizmov v biofilm. Genetski in molekularni pristopi, ki se uporabljajo za 
preučevanje bakterijskih biofilmov, so opredelili gene in načine regulacije, ki so pomembne 
za začetne interakcije celične površine, zorenje biofilma in vračanje biofilmskih 
mikroorganizmov v planktonski način rasti (O'Toole in sod., 2000). Celice v biofilmih imajo 
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edinstven vzorec izražanja genov, ki se razlikuje od izražanja planktonskih oblik celic 
(Vilain in Brözel 2006). V biofilmu so prisotne visoke koncentracije ciklične di-GMP, ki 
spodbujajo sintezo EPS, s tem pa tudi nastanek biofilma in agregatno vedenje (Dow in sod., 
2007). Nizka raven ciklične di-GMP celice spodbuja h gibljivosti (Dow in sod., 2007).  
 
3.1.9 Sinergistični odnosi oblikujejo mešane bakterijsko-glivne biofilme pomivalnih 
strojev  
Bakterijske interakcije pomagajo razvijati in vzdrževati raznolikost v bakterijskih 
skupnostih (HilleRisLambers in sod., 2012) in vplivati na ravnovesje med sodelujočimi in 
konkurenčnimi fenotipi (Nadell in sod., 2016). Študije so pojasnile vzorec ko-eksistence 
med mikrobnimi taksoni v številnih ekosistemih. Ti rezultati temeljijo na analizi parnih 
korelacij (Eiler in sod., 2012; Kittelmann in sod., 2013; Zhalnina in sod., 2013). Kljub temu 
je malo znanega, ali ti vzorci soobstoja odražajo dejanska biološka razmerja in interakcije v 
realnih okoljih. Med mikroorganizmi v biofimih pomivalnih strojev gre za vzajemne, 
sinergistične odnose (89 %), predvsem bakterijsko-bakterijske sinergije. Medsebojnih 
negativnih odnosov, izključevanj je bilo 11 % (15/140 interakcij). Analize parnih korelacij 
omrežne bioinformatike so prikazale večji obstoj kombinacij štirih vrst, ki sinergistično 
interagirajo in vodijo do splošnega povečanja biomase. To smo potrdili tudi z in-vitro 
presejalnimi testi bakterijskih konzorcijev. Nadaljnje raziskave biofilmov 4-vrstnega 
konzorcija v primerjavi z monokulturnimi biofilmi so pokazale, da k sinergiji večvrstnih 
biofilmov v pomivalnih strojih ključno prispevata vrsti P. aeruginosa in A. junii. Obe vrsti 
sta medicinsko pomembna oportuno patogena, pri katerih je bil kot faktor virulence opisana 
tvorba biofilma (Bjarnsholt, 2013; Wong in sod., 2017). Analize parnih korelacij so pokazale 
večje število pozitivnih korelacij pri rodovih Pseudomonas in Acinetobacter, kar nakazuje 
potencial za sodelovanje z drugimi bakterijskimi rodovi. Rodova Exiguobacterium in 
Micrococcus sta imela večje število negativnih korelacij, ki signalizirajo konkurenco ali 
izključevanje drugih bakterij. Ti rezultati so potrdili kultivabilne biofilmske presejalne teste, 
saj smo v pomivalnih strojih, ki so vsebovali ta dva bakterijska rodova, odkrili manj 
sinergističnih 4-vrstnih konzorcijev. Naši podatki kažejo, da soodvisne analize med 
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različnimi vrstami bakterij lahko pomagajo odkriti resnične socialne interakcije med 
bakterijami v kompleksnih biofilmskih skupnostih.  
Sinergija vpliva na sestavo bakterij v večvrstnih biofilmih in na njihovo celotno biomaso 
(Burmølle in sod., 2014). Mikroorganizmi v takšnih večvrstnih biofilmih so bolj odporni 
proti protimikrobnim sredstvom v primerjavi z njihovimi ekvivalenti v monokulturah (Lee 
in sod., 2014; Schwering in sod., 2013). Preučili smo interakcije med različnimi vrstami 
bakterij in kako med razvojem biofilma medsebojno vplivajo in kako se odzovejo na 
vključitev dominantne glive E. dermatitidis v pomivalnih strojih. Izkazalo se je, da ko 
bakterije sprejmejo glivnega partnerja v večvrstni biofilm, posledično pride do povečane 
proizvodnje biomase in povečanja števila bakterijskih in glivnih celic. Gliva v monokulturi 
ni bila tako uspešna v tvorbi biofilma. Opisano je bilo, da glive in bakterije skupaj igrajo 
pomembno vlogo pri spodbujanju preživetja posameznih partnerjev (Frey - Klett in sod., 
2011), kar smo dokazali tudi na primeru pomivalnih strojev.  
Potrdili smo tudi, da površina igra ključno vlogo pri naselitvi mikroorganizmov (Silva in 
sod., 2014), saj je bilo oblikovanje bakterijsko-glivnega biofilma bistveno boljše na površini 
elastomera etilen-propilen-dien monomera (EPDM), tesnila, ki se uporablja v industriji 
pomivalnih strojev za tesnjenje, kot na tipu tesnila, ki se uporablja v industriji pralnih strojev 
ali hladilnikov.  
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- Pomivalne stroje naseljujejo bakterije in glive. Glive naseljujejo predvsem gumijasta 
tesnila, vrata, odtok, stransko šobo, stene, razpršilnik vode, plastično stojalo za 
pribor, posodico za detergent in sijaj ter tudi oprano posodo. Bakterije naseljujejo 
predvsem tesnila pomivalnih strojev v obliki trdoživih biofilmov. Starost 
pomivalnega stroja in frekvenca uporabe signifikantno vplivata na sestavo 
bakterijske združbe, medtem ko na sestavo glivne združbe poleg starosti in frekvence 
vpliva tudi trdota vodovodne vode. 
 
- Tesnila pomivalnih strojev naseljuje stalna glivna združba, ne glede na geografsko 
lokacijo in vir vodovodne vode, sestavljena iz šestih oportuno patogenih gliv, in sicer 
E. dermatitidis, E. phaeomuriformis, Candida parapsilosis sensu stricto, Fusarium 
dimerum species complex in kompleks Saprochaete/Magnusiomyces.  
 
- Glavni vektor vstopa gliv v pomivalne stroje je vodovodna voda, v manjši meri glive 
vstopajo še preko ostankov hrane, umazane posode, prebivalcev in hišnih 
ljubljenčkov. Poglavitni vektor vstopa bakterij v pomivalne stroje so ostanki hrane, 
umazana posoda, prebivalci in hišni ljubljenčki, medtem ko je vnos preko vode manj 
pomemben. Glive se ob koncu pralnega cikla sproščajo v notranje okolje tudi preko 
aerosolov. 
 
- Kuhinje brez pomivalnih strojev imajo nižjo diverziteto glivnih vrst na kuhinjskih 
površinah kot kuhinje, ki imajo pomivalne stroje. Glive v obeh tipih kuhinj 
najpogosteje naseljujejo odcejalnik posode, odtok v koritu, gumijasto tesnilo na 
odtoku, kuhinjsko korito in pult. V manjši meri naseljujejo tudi mrežico in gumijasto 
tesnilo v vodovodni pipi. 
 
- Primerjava pomivalnih strojev, kuhinj s pomivalnimi stroji in kuhinj brez pomivalnih 
strojev pokaže, da E. dermatitidis največ naseljuje pomivalne stroje, v kuhinjah s 
pomivalnimi stroji jo je manj, skoraj zanemarljivo pa je njeno pojavljanje v kuhinjah 
brez pomivalnih strojev. Ravno obraten trend pojavljanja ima oportuno patogena 
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vrsta C. parapsilosis. V najmanjši meri je bila prisotna v pomivalnih strojih, največ 
pa v kuhinjah brez pomivalnih strojev.  
 
- Tesnila pomivalnih strojev kolonizirajo različne bakterije. Bakterijski rodovi, ki 
najpogosteje naseljujejo tesnila so Bacillus, Gordonia, Exiguobacterium, 
Acinetobacter, Stenotrophomonas in Micrococcus. Pojavljajo se okoljske bakterijske 
vrste (Micrococcus, Bacillus), ekstremotolerantne vrste (Exiguobacterium, 
Miothermus) in tudi patogene vrste (E. coli, P. aeruginosa, S. maltophilia in E. 
faecium). Bakterije iz pomivalnih strojev izkazujejo nizko stopnjo rezistence proti 
antibiotikom. 
 
- Sekvenciranje nove generacije je potrdilo rezultate pridobljene s klasičnimi 
gojitvenimi tehnikami in jih dopolnilo s prisotnostjo dodatnih rodov bakterij in gliv, 
ki jih klasične gojitvene tehnike niso pokazale.  En takih mikroorganizmov je 
ekstremno halotolerantna askomicetna gliva Hortaea werneckii, ki poleg naravnih 
slanih okolij in slane hrane naseljuje tudi pomivalne stroje. Ta tri okolja, samo na 
videz različna, so si podobna na ravni nihanj biološko dostopne vode.  
 
- Vrsta H. werneckii je izredno morfološko in fiziološko plastična, saj raste brez soli 
in vse do zasičenja s soljo (32% NaCl) ter ob dodatku NaCl celo pri 37 °C, kar je 
predpogoj  za oportuno patogeni potencial. Filogenetsko raznolikost, ki ne omogoča 
opisa novih vrst temveč le šibko podprtih genotipov,  izkazujejo tudi genomi 12 
sekvenciranih sevov, ki so lahko haploidni ali diploidni.  
 
- Rod Candida je eden prvih naseljevalcev tesnil pomivalnih strojev in predstavlja 
biotsko površino za razvoj večvrstnih biofilmov, znotraj katerih se vzpostavijo 
sinergistični odnosi. Glive in bakterije se v skrajnostnem okolju pomivalnih strojev 
med seboj povežejo v mešane bakterijsko-glivne biofilme, ki jih ščitijo pred 
neugodnimi dejavniki okolja, kot so visoka temperatura, oksidativni stres, povišane 
koncentracije soli (NaCl), mehanske strižne sile vode, občasna dehidracija in velike 
količine organskih hranil.  
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- Psedomonas aerugionsa in Acinetobacteri junii sta ključni bakterijski vrsti, ki znatno 
pripomoreta k sinergiji znotraj biofilmov. Mešani bakterijski biofilmi vključujejo 
oportunistično patogeno črno kvasovko E. dermatitidis in ji olajšajo naselitev 
gumijastih tesnil pomivalnih strojev in drugih umetnih površin. 
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Vodovodna voda, priključena na gospodinjske naprave, predvsem pomivalne stroje, deluje 
kot vektor zlasti vnosa gliv in tudi bakterij v pomivalni stroj. Glive in predvsem bakterije 
lahko vstopajo v pomivalni stroj tudi preko prebivalcev in hišnih ljubljenčkov ter ostankov 
hrane na umazani posodi. 
 
Slika 2: Kontinuiran cikel glivnega ter bakterijskega razširjanja v domačem okolju. Glive, v manjši meri 
pa tudi bakterije, vstopajo v pomivalni stroje preko vodovodne vode. Večji del bakterijske populacije ter tudi 
glive lahko vstopajo preko ostankov hrane, ljudi in živali. V pomivalnem stroju se mikroorganizmi naselijo v 
obliki biofilmov. Med obratovanjem se celice iz biofilmov odcepljajo in se sproščajo v vodo, ki kroži po 
notranjosti pomivalnega stroja. Glive se lahko razširjajo iz pomivalnega stroja preko odpadne vode, aerosolov 
in posode v kuhinjo in kolonizirajo kuhinjske površine, predvsem odcejalnik posode, pult, korito in odtok.   
 
Znotraj pomivalnega stroja se zaradi skrajnostnih dejavnikov, kot so visoka temperatura, 
oksidativni stres, povišane koncentracije soli (NaCl), mehanskih strižnih sil vode, velikega 
organskega bremena in občasne dehidracije, mikroorganizmi povežejo v preživetvene 
strukture – biofilme. Ti biofilmi so sestavljeni iz različnih vrst bakterij in gliv. Mikobiota 
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tesnila je globalno konsistentna in jo sestavlja 6 vrst oportuno patogenih gliv E. dermatitidis, 
E. phaeomuriformis, Candida parapsilosis sensu stricto, Fusarium dimerum species 
complex in kompleks Saprochaete/Magnusiomyces. Bakterijsko floro tesnil večinoma 
sestavljajo rodovi Bacillus, Gordonia, Exiguobacterium, Acinetobacter, Stenotrophomonas 
in Micrococcus. Presenetljivo so na tesnilu pomivalnih strojev prisotne tudi oportuno 
patogene vrste bakterij, kot so E. coli, P. aeruginosa, S. maltophilia in E. faecium. Začetni 
naseljevalci tesnil pomivalnih strojev so kvasovke rodu Candida, ki nudijo biotsko površino 
za nadaljnjo vzpostavitev bakterijsko-glivnih biofilmov. Med bakterijami, izoliranimi iz 
pomivalnih strojev, smo opazili obsežne sinergije. Vrsti A. junii in P. aeruginosa sta bili 
najboljši proizvajalki biofilmov v pomivalnih strojih in sta pomembno prispevali k sinergiji 
v biofilmih in k skupnemu povečanju biomase. Ugotovili smo, da lahko mešani bakterijski 
biofilmi vključujejo oportunistično patogeno črno kvasovko E. dermatitidis in ji olajšajo 
naselitev na gumijastih tesnilih pomivalnih strojev in drugih površinah (npr. polipropilen). 
Mikrobiom tesnil in celotnega pomivalnega stroja se z leti in frekvenco uporabe spreminja. 
Predvsem na glive bistveno vpliva trdota vodovodne vode. Glive se lahko iz pomivalnega 
stroja razširjajo v zunanje okolje preko odpadne vodovodne vode in aerosola, ki se sprošča 
v okolje po končanem ciklu pranja. Pomivalni stroji vplivajo na naselitev kuhinjskih površin 
z glivami, predvsem na pojavnost črnih kvasovk. Le-teh je občutno manj v kuhinjah brez 
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Due to extreme environmental factors prevailing inside dishwashers, such as high 
temperature, oxidative stress, elevated salt concentrations (NaCl), mechanical shear forces, 
high organic loads and occasional dehydration, microorganisms colonizing dishwashers 
merge into survival structures - biofilms. They consist of mixed assemblages of various 
bacteria and fungi.  
 
 
Figure 3: Continuous cycle of fungal and bacterial dissemination in the home environment. Fungi, and 
to a lesser extent bacteria, enter dishwashers via tap water. Majority of the bacterial population as well as some 
part of fungal population, can enter through food, residents and pets. In the dishwasher, microorganisms are 
protected in the biofilms. During dishwashers operation, the cells from the biofilms are cleaved and released 
into the water that circulates inside the dishwasher. Fungi can be spread from the dishwasher through the waste 
water, aerosols and washed utensils to the kitchen and colonize the kitchen surfaces, especially the dish drying 
rack,  the kitchen counter, the sink and the drain. 
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The mycobiota of the rubber seals was globally consistent and it comprised 6 species of 
opportunistic pathogens such as E. dermatitidis, E. phaeomuriformis, Candida parapsilosis, 
Fusarium dimerum and Saprochaete/Magnusiomyces complex.  
Besides rubber seals, fungi populated also doors, walls, drains, sprinkler, side nozzle, rack 
for cutlery, rinse-air dispenser and detergent dispenser. Bacterial flora of dishwasher rubber 
seals was comprised of the genera Bacillus, Gordonia, Exiguobacterium, Acinetobacter, 
Stenotrophomonas and Micrococcus. Surprisingly, bacteriome of rubber seals could include 
also opportunistic pathogens, such as E. coli, P. aeruginosa, S. maltophilia and E. faecium. 
The initial settlers of the dishwasher seals were yeasts of the genus Candida, that offer a 
biotic surface for further establishment of microbes. Extensive synergies were observed 
among bacteria isolated from dishwashers. The species A. junii and P. aeruginosa were the 
best producers of biofilms in dishwashers and significantly contributed to the observed 
synergy in biofilms and to the total increase of biomass. Mixed bacterial biofilms included 
also the opportunistic pathogenic black yeast E. dermatitidis, enabling an easier settlement 
of rubber seals of dishwashers and other artificial surfaces (eg polypropylene). Changes of 
microbiome over time depended on the years of operation and frequency of use, while water 
hardness essentially influenced the fungal community. Tap water, connected to the 
household appliances, especially dishwashers, was the main entry point of fungi and to a 
lesser extent for bacteria. Additional sources of fungal and especially bacterial 
contamination were inhabitants, pets and food leftovers on dirty dishes. Fungi could be 
released from the dishwasher to the external environment at the end of the washing cycle via 
waste water and aerosols. Colonization of kitchen surfaces with fungi was influenced by the 
presence of dishwashers, resulting in higher incidence of black yeasts, especially E. 
dermatitidis, that were considerably less frequent in kitchens without dishwashers, where 
opportunistic pathogenic white yeast C. parapsilosis prevailed.  
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»Supporting information« k znanstvenem delu G.  
 
S1 Table. Characteristics of the individual dishwashers sampled.  
 
 
ND, no data; *Water hardness ratings: Soft, ≤0.169 mmol/L CaCO3; moderately soft, 0.170-0.597 
mmol/L CaCO3; slightly hard, 0.598-1.496 mmol/L CaCO3; moderately hard, 1.497-1.792 mmol/L 
CaCO3; hard, 1.793-2.213 mmol/L CaCO3; very hard, ≥2,214 mmol/L CaCO3 
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S3 Table. Antibiogram results, showing all of the isolated bacteria from the rubber seals of 
the 30 residential dishwashers in terms of their antibiotic resistance against the chosen 
antibiotics. Tested concentrations were: 2 mg/L cefotaxime (CTX); 8 mg/L ceftazidime 
(CFZ); 0.5 mg/L ertapenem (ETP); 2 mg/L imipenem (IMP); 0.25 mg/L ciprofloxacin (CIP); 
15 mg/L tetracycline (TC); and 50 mg/L kanamycin (KN). LB medium, no-antibiotic 
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